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RIASSUNTO 
 
La persistenza dell’infezione da Papilloma Virus (HPV) ad alto rischio oncogeno 
(HR) è il fattore di rischio più importante per lo sviluppo del cancro della cervice 
uterina mentre le infezioni dovute a Chlamydia trachomatis (CT), Neisseria 
gonorrhoeae (NG), Mycoplasma genitalium (MG), Mycoplasma hominis (MH), 
Ureaplasma urealyticum (UU) e Ureaplasma parvum (UP) sono responsabili di 
cerviciti ed uretriti causa di infertilità. In questi ultimi anni notevole è stata 
l’implementazione della diagnostica molecolare per questi patogeni e le tecniche 
più utilizzate sono la PCRendpoint, la Real-Time PCR qualitativa/quantitativa e i 
microarray. Rari sono i test diagnostici che utilizzano metodiche in PCR 
simultanea e/o multiplex e praticamente inesistenti  sono i lavori in letteratura che 
valutano la cellularità del campione per standardizzare la fase preanalitica e la 
refertazione.  
Scopo della tesi è stato quello di: a) valutare l’impatto qualitativo/organizzativo 
derivante dall’introduzione di una “multiplex-PCR” per la rivelazione di CT, NG, 
MG, MH, Ureaplasma spp ed HPV e valutare e confrontare la sensibilità delle 
diverse metodiche (colturali, PCRendpoint e Real Time PCR); b) stimare la prevalenza 
di tali patogeni e la distribuzione per classi di età al fine di progettare screening 
mirati alla diminuzione di complicanze da malattie sessualmente trasmesse (MST); 
c) stimare per l’HPV la prevalenza fra screening primario e secondario e le 
eventuali implicazioni metodologiche; d) standardizzare la fase preanalitica e 
postanalitica mediante l’introduzione di un controllo quantitativo di cellularità del 
campione.  
 Dai risultati ottenuti emerge che: a) la sensibilità è maggiore per la Real-Time PCR  
vs PCRendpoint vs metodo colturale. La RT-PCR multiplex (valutata per CT) ha una 
sensibilità minore rispetto alla RT-PCR per  singolo patogeno. La specificità per 
NG con primers a singolo target è più bassa  per la PCRendpoint vs metodo colturale 
e vs RT-PCR con doppio target molecolare; b) lo screening per CT  deve essere 
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effettuato almeno per uomini e donne di età compresa fra 23 e 32 anni mentre la 
NG va ricercata in presenza di manifestazione clinica anche come coinfezione; c) 
Poiché diversa è la positività (p<0.005) fra screening primario (17,33%) e screening 
secondario (51,14%), diversi possono essere i test di diagnostica impiegati: un test 
di ricerca di HPV-HR (con ricerca anche di DNA integrato) e un test di 
genotipizzazione. Nonostante la positività maggiore per HPV (33%) si abbia nella 
classe di età compresa fra 18 e 27 anni, il virus andrebbe ricercato almeno nelle 
donne di età comprese fra i 30 e i 45 anni essendo la persistenza dell’infezione da 
HPV-HR la causa delle lesioni di alto grado. Mentre è ormai confermata l’utilità 
del test HPV nel triage delle anomalie squamose di incerto significato e nel follow-
up delle donne conizzate è ancora in discussione come impiegare tale test nello 
screening primario. I dati riportati in questa tesi dimostrano che sarebbe 
opportuno rivalutare quali, quando e come utilizzare i metodi molecolari per la 
ricerca e genotipizzazione dell’HPV, facendo particolare riferimento alla regione 
target che deve essere amplificata e ai genotipi che devono essere rilevati; d) 
l’impiego del controllo interno permette di valutare la presenza di inibitori nel 
campione e quindi di ottimizzare la fase di pretrattamento mentre quello del 
controllo di cellularità permette di valutarne l’idoneità. Sono stati considerati non 
idonei urine con una cell/PCR < di 300, tamponi uretrali con una cell/PCR < di 500 
e cervicali  con una cell/PCR < di 1000. La cellularità del campione permette 
sicuramente di comparare le diverse tipologie di prelievo in termini di resa di 
cellule presenti nel campione, l’idoneità del prelievo e standardizzazione delle 
metodiche. Ulteriori dati sono necessari per la definizione della Cm/prelievo e  la 
standardizzazione del risultato. 
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ABSTRACT 
 
Persisting High-Risk Human Papillomavirus (HPV) infection represent the most 
important risk factor for developing cervical cancer, while infections by Chlamydia 
trachomatis (CT), Neisseria gonorrhoeae (NG), Mycoplasma genitalium (MG), 
Mycoplasma hominis (MH), Ureaplasma urealyticum (UU) and Ureaplasma parvum 
(UP) leads to cervicitis and urethritis causing infertility.   
In the last years extensive has been the molecular diagnostic implementation for 
these pathogens and the most important techniques are PCRendpoint, 
qualitative/quantitative Real-Time PCR and microarray. Diagnostic tests based on 
simultaneous and/or multiplex PCR are infrequent, and doesn’t exist in literature 
publications to evaluate sample cellularity to standardize preanalytical phase and 
reporting. 
Aim of these study was: a) to evaluate qualitative/organizational impact of 
multiplex PCR introduction to detect CT, NG, MG, MH, Ureaplasma spp and HPV 
and to compare diagnostic sensibility of different tests (cultural methods, 
PCRendpoint and Real Time PCR); b) to estimate prevalence of these pathogens and 
age distribution to develop screening program; c) to estimate HPV prevalence 
among primary and secondary screening populations and methodological 
implications; d) to standardize preanalytical and postanalytical phase by 
introduction of quantitative cellularity control of the sample. 
Results: a) higher sensibility was shown by Real-Time PCR vs PCRendpoint vs 
cultural methods. RT-multiplex PCR (evaluated for CT) had less sensibility than 
RT-PCR for single pathogen. Specificity for NG with single target primers was less 
than PCRendpoint vs cultural methods vs RT-PCR with double target primers; b) 
screening for CT should be expected for women and men 23-32 years old, while 
NG should be investigated if clinical symptoms are presents; c) since different was 
the positivity (p<0.005) between primary (17,33%) and secondary (51,14%) HPV 
screening, different diagnostic HPV tests can be used: HR-HPV detection tests 
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(with viral DNA integration detection) and genotyping tests.  Despite positivity 
was higher (33%) in women 18-27 years old, HPV should be investigated at least 
in women 30-45 years old, since persisting HR-HPV infection is responsible for 
high-grade cervical lesions. Even if HPV DNA test efficacy is confirmed in triage 
of ASCUS and for the follow-up of treated women, is currently under discussion 
how this test can be used in primary screening. Our data shows that should be 
appropriate to evaluate which, when and how use molecular test for HPV 
detection and genotyping, with particular attention to target region should be 
amplified and HPV types should be detected; d) internal control use allows to 
evaluate inhibitors presence in the sample and to optimize pre-treatment phase, 
while cellularity control use allows to evaluate suitability sample. We have 
considered unsuitable urine samples with cell/PCR < 300, urethral swab with 
cell/PCR < 500 and cervical swab with cell/PCR < 1000. Sample cellularity allows to 
compare different sample types in terms of cellularity yield, sample suitability and 
to standardize different diagnostic methods. Further data are necessary to define 
the Cm/sample and for standardization of the result.  
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INTRODUZIONE 
 
Le malattie sessualmente trasmesse (MST) rappresentano il tipo di infezione più 
comune negli adulti, con più di 340 milioni di nuovi casi stimati ogni anno nel 
mondo (World Health Organization, 2007). Esistono più di 30 patogeni, di tipo 
batterico (tra i più diffusi: Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Mycoplasma 
hominis, Ureaplasma parvum), virale (tra cui il virus dell’immunodeficienza umana, 
l’Herpes Simplex virus e il papillomavirus umano) e parassitario (come il 
protozoo Trichomonas vaginalis e l’agente fungino Candida albicans), che possono 
essere trasmessi per via sessuale; se non trattati, molti di essi possono produrre 
infezioni con gravi complicanze, quali infertilità, aborti precoci e malattie 
neonatali di grado severo. 
I costi socio-economici di queste infezioni e delle loro complicanze sono 
considerevoli: interventi quali lo screening e il trattamento del cancro alla cervice 
uterina, le analisi e il trattamento dell’infertilità, la cura della cecità e delle 
infezioni polmonari nei neonati, il trattamento della malattia infiammatoria 
pelvica cronica, rappresentano una larga porzione dei costi sanitari complessivi. 
Quantificare l’incidenza e la distribuzione di questi patogeni nella popolazione, 
mediante l’investimento in opportune strategie di controllo e prevenzione, è 
importante al fine dell’abbattimento della spesa pubblica, principalmente 
attraverso: 
 la riduzione della morbilità e della mortalità correlata a questo tipo di 
infezioni; 
 la prevenzione di sequele a lungo termine, come il cancro cervicale nelle 
donne; 
 la riduzione dell’infertilità e degli aborti nelle donne affette. 
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1. Papillomavirus 
 
Infezione da HPV e cancro alla cervice uterina 
 
L’infezione da Papillomavirus Umano (Human Papilloma Virus, HPV)  
rappresenta, nel tratto genitale, la malattia virale a trasmissione sessuale più 
comune (Markovitz et al, 2007). L’infezione da HPV è molto comune in giovani 
donne sessualmente attive, con una frequenza di circa il 25%; sopra i 30 anni la 
prevalenza dell’infezione cala drasticamente intorno al 5%, e i fattori determinanti 
dell’infezione sono l’età del primo rapporto sessuale, il numero dei partner 
sessuali ed il comportamento sessuale (Winer et al., 2003). 
Nel mondo vengono diagnosticati ogni anno circa 300 milioni di nuovi casi di 
infezione da HPV, 30 milioni di Lesioni Intraepiteliali Squamose di Basso Grado 
(LSIL) e 10 milioni di Lesioni Intraepiteliali Squamose di Alto Grado (HSIL) (Carter 
et al., 2011). Il cancro alla cervice uterina, con 450.000 nuovi casi stimati ogni anno 
e 250.000 morti, rappresenta il secondo tipo di cancro per prevalenza nel mondo 
(Parkin and Bray, 2006).  Più del 95% dei cancri cervicali sono associati alla 
presenza di un’infezione da HPV. 
I papillomavirus sono piccoli virus appartenenti alla famiglia Papillomaviridae, 
caratterizzati da un genoma a DNA circolare, privi di pericapside, che infettano gli 
epiteli squamosi stratificati e cutanei (zur Hausen, 2009). Il genoma virale, 
approssimativamente di 8 kb, può essere distinto in 3 regioni principali (Figura 1): 
 Regione precoce: occupa più del 50% di tutto il genoma e codifica per sei 
ORF (Open Reading Frame: fasi di lettura aperte) E1, E2, E4, E5, E6 ed E7. 
 Regione tardiva: occupa circa il 40% del genoma virale e codifica per la 
proteina capsidica maggiore (L1) e minore (L2) 
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 LCR (Long Control Region: regione non codificante): costituita da un 
frammento di circa 850 pb (circa il 10% del genoma virale) che rappresenta 
sia l’origine della replicazione sia il punto di legame di molti fattori di 
trascrizione importanti per la regolazione dell’RNA polimerasi II.  
 
 
Figura 1: Organizzazione del 
DNA circolare di HPV e la sua 
integrazione nel DNA della 
cellula ospite (zur Hausen, 
2002). 
 
 
 
 
Sono stati identificati più di 120 differenti tipi di HPV e circa un terzo di questi 
hanno come target specifico le cellule epiteliali del tratto genitale (Bodily e Laimins, 
2011). Questi tipi di HPV possono essere divisi in due gruppi: 
 HPV ad alto rischio: come HPV 16, 18 e 31, la cui presenza viene 
frequentemente riscontrata nei cancri della cervice uterina; 
 HPV a rischio intermedio: come HPV 26, 53 e 66, che sono talvolta 
identificati in lesioni neoplastiche; 
 HPV a basso rischio: come HPV 6 e 11, che vengono raramente rilevati in 
tessuti cancerosi. 
L’infezione causata da HPV ad alto rischio tipicamente ha una durata di 12-18 
mesi, e in gran parte dei casi viene rimossa dal sistema immunitario (Richardson et 
al, 2003); tuttavia circa il 10% delle donne sviluppano un’infezione persistente, ed 
è proprio la persistenza di HPV ad alto rischio per lunghi periodi di tempo il più 
importante fattore di rischio per lo sviluppo del cancro (Woodman et al., 2001). 
Benché ci sia una discreta variabilità sulla prevalenza dei tipi di HPV nel mondo, 
HPV 16 e HPV 18 restano i tipi più frequentemente riscontrati nelle lesioni 
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cervicali, causando da soli circa il 60-80% di tutti i cancri della cervice (Munoz et al., 
2003). Mentre gran parte dei condilomi vengono causati da HPV 6 e HPV 11, più 
del 35% delle LSIL sono conseguenza di infezione da parte di HPV 16 e HPV 18, 
con gli HPV a basso rischio che contribuiscono soltanto per circa il 10% delle 
lesioni. LSIL positive per HPV 16 e 18 tendono maggiormente alla progressione 
verso lesioni ad alto grado rispetto a quelle positive per HPV 6 o 11. 
La maggior parte delle pazienti con HSIL o CIN III (Neoplasia Intraepiteliale 
Cervicale grave)  mostrano infezioni persistenti causate da HPV ad alto rischio, 
con una bassa percentuale di regressione ed un alto rischio di persistenza e 
progressione se non trattate (Lowy et al., 2008). Cambiamenti di alto grado possono 
svilupparsi de novo da infezioni persistenti senza una necessaria progressione 
attraverso lesioni di basso grado (Safaeian et al., 2007).  
L’intervallo di tempo che intercorre dalla prima infezione ad un CIN di alto grado 
è comunemente più piccolo rispetto a quello che intercorre da un CIN di alto 
grado al cancro, che è stato stimato intorno ai 7-10 anni. 
 
Il ciclo vitale di HPV 
 
Il ciclo vitale dell’HPV è strettamente correlato alla differenziazione delle cellule 
infettate dell’epitelio squamoso stratificato (Figura 2). Nell’epitelio normale non 
infettato le uniche cellule che si dividono attivamente sono rappresentate dalle 
cellule localizzate negli strati basali e parabasali addossate alla membrana basale, e 
consistono sia di cellule staminali sia di cellule dal ciclo vitale limitato denominate 
cellule di amplificazione transitoria. Queste ultime sono cellule proliferative in grado 
di subire una differenziazione terminale (Jones et al., 2007). Le cellule di 
amplificazione transitoria si dividono e si differenziano nella maggior parte delle 
cellule degli strati soprabasali. Le cellule staminali, che hanno un potenziale 
proliferativo illimitato, si dividono solo raramente, allo scopo di rifornire il pool di 
cellule di amplificazione transitoria. Quando si dividono, soltanto una cellula 
figlia diviene una cellula di amplificazione transitoria, mentre l’altra rimane 
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cellula staminale. Non è chiaro quali cellule dello strato basale rappresentino il 
target per l’infezione da HPV, e non è da escludersi che entrambe le classi di 
cellule possano essere infettate. Se così fosse, è stato ipotizzato che l’infezione delle 
cellule staminali potrebbe portare ad un’infezione a lungo termine, mentre 
l’infezione delle cellule di amplificazione transitoria potrebbe portare ad 
un’infezione a breve termine. Riguardo questo specifico aspetto dell’infezione da 
HPV la questione rimane controversa, e necessita di ulteriori studi. 
 
 
Figura 2: Ciclo vitale di HPV e sua correlazione con il differenziamento cellulare 
dell’epitelio infettato (Frazer, 2004). 
 
L’epitelio della mucosa genitale non è omogeneo e siti diversi possono essere il 
target per l’infezione da HPV; tuttavia gran parte dei tessuti cancerosi e pre-
cancerosi si sviluppano in una particolare zona della cervice denominata “zona di 
transizione”. Questa regione rappresenta il confine tra l’epitelio squamoso 
dell’ectocervice e l’epitelio colonnare dell’endocervice. Le cellule basali della zona 
di transizione conservano l’abilità di differenziarsi, una proprietà necessaria per la 
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produzione dei virioni. E’ possibile che queste cellule basali siano più facilmente 
accessibili all’infezione da HPV a causa della presenza di una quantità minore di 
strati sovrastanti, rispetto ad altri siti (Bodily e Laimins, 2011).  
I virioni di HPV infettano le cellule degli strati basali che sono esposti attraverso 
micro-ferite (Kines et al., 2009). In seguito all’entrata e alla perdita del capside, il 
genoma del virus viene replicato nel nucleo fino a 100 copie episomali per cellula.  
Il mantenimento degli episomi virali nelle cellule basali è a carico dei geni precoci 
E6 ed E7, i cui prodotti proteici, negli HPV ad alto rischio, rappresentano anche le 
oncoproteine responsabili della trasformazione cancerosa. Questi due fattori 
agiscono alterando la funzione dei regolatori del ciclo cellulare, al fine di 
permettere la persistenza dei genomi episomali nelle cellule indifferenziate, così 
come la replicazione produttiva del genoma virale. Appartengono al gruppo dei 
geni “precoci” anche E1 ed E2, fattori di replicazione virale, che cooperano per 
iniziare la replicazione del genoma virale. Nelle cellule non differenziate 
l’espressione delle proteine virali è estremamente bassa, e questo permette 
all’infezione di evadere dal controllo del sistema immunitario. 
In seguito a questa prima fase di stabilizzazione, il DNA virale viene replicato 
parallelamente alla replicazione del DNA della cellula ospite, e i genomi virali 
vengono distribuiti alle due cellule figlie. Affinché il genoma di HPV persista nelle 
cellule figlie, deve esistere un meccanismo attraverso il quale le copie episomali 
vengano mantenute nel nucleo e divise in maniera coordinata nelle cellule figlie 
durante la mitosi. In assenza di tale meccanismo, le copie extracromosomiali di 
HPV sarebbero perse durante la citocinesi. Il principale regolatore di questo 
processo è rappresentato dalla proteina E2: essa infatti è in grado di legarsi sia alla 
cromatina mitotica sia al genoma virale, permettendo la trasmissione degli 
episomi durante la mitosi (McBride et al., 2006). Un’ulteriore funzione cruciale 
svolta da E2 è rappresentata dal mantenimento di un numero stabile di copie 
virali, attraverso un controllo sia positivo che negativo dei promotori dei geni 
precoci, regolando l’espressione di E6, E7, E1 e E2 stesso. Sotto questo aspetto, E2 è 
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assimilabile alle proteine procariotiche che regolano il numero di copie genomiche 
autoregolando la loro stessa espressione. 
Quando le cellule infette lasciano lo strato basale e vanno incontro alla 
differenziazione, viene indotta una massiccia sintesi di proteine virali; la 
limitazione di alti livelli di proteine virali agli strati cellulari altamente 
differenziati permette un ritardo nell’espressione degli antigeni virali, ed in siti 
che sono meno suscettibili alla sorveglianza del sistema immunitario (Frazer, 
2009). 
Poiché il genoma virale non codifica per i propri enzimi di replicazione del DNA, 
è necessario che le proteine responsabili della replicazione della cellula ospite 
continuino ad essere espresse; a questo scopo il virus forza la cellula a rimanere 
nel ciclo cellulare principalmente attraverso l’azione di E7, in grado di inattivare le 
proteine appartenenti alla famiglia di pRb (retinoblastoma). 
L’attivazione del promoter tardivo del virus in risposta alla differenziazione della 
cellula ospite avviene in vicinanza dello strato spinoso, ed è responsabile degli alti 
livelli di espressione delle proteine virali. In seguito alla differenziazione cellulare 
i livelli di trascrizione di E1, E2 e E5 aumentano drasticamente, e 
conseguentemente il genoma virale viene amplificato fino a diverse migliaia di 
copie per cellula. In seguito a questa massiccia replicazione del genoma virale 
vengono prodotte le proteine capsidiche, L1 e L2, ed i virioni vengono assemblati. 
I virioni vengono riversati nell’ambiente esterno attraverso la desquamazione 
delle cellule in assenza di lisi o necrosi, e questo contribuisce ulteriormente alla 
persistenza del virus evitando una risposta di tipo  infiammatorio (Stanley, 2008). 
 
La trasformazione cellulare: il ruolo di E6 ed E7 
 
Il cancro insorge nelle lesioni persistenti causate da HPV attraverso l’azione di due 
oncoproteine virali, E6 ed E7, che giocano anche un ruolo chiave nel 
mantenimento dell’infezione. Soltanto le proteine E6 ed E7 degli HPV ad alto 
rischio contribuiscono allo sviluppo del cancro. 
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La proteina E7 di tutti i tipi di HPV lega i membri della famiglia di 
oncosoppressori di pRb, ma attraverso vari gradi di affinità (Munger et al., 2001). 
La proteina E7 degli HPV ad alto rischio lega le proteine p150 (pRb), p107 e p130 
con un’affinità significativamente più alta rispetto alla sua controparte degli HPV 
a basso rischio. Questo legame comporta la repressione del fattore di trascrizione 
E2F che controlla l’espressione di molti geni specifici della fase S del ciclo 
cellulare, ed una conseguente entrata della cellula nella fase replicativa. 
L’abrogazione della funzionalità di pRb attraverso il legame con E7 è un 
importante meccanismo attraverso il quale viene mantenuta la capacità replicativa 
anche durante la differenziazione cellulare. La proteina E7 degli HPV ad alto 
rischio induce inoltre la degradazione di pRb inattivando completamente la sua 
funzione. 
E7 è anche in grado di legare gli inibitori della ciclina chinasi p21 e p27, 
interferendo con la loro funzione inibitoria sul ciclo cellulare, e le cicline A ed E 
aumentando la loro attività. 
Una conseguenza di questa efficiente abrogazione di pRb da parte di E7 consiste 
nell’aumento di instabilità della proteina p53, che potrebbe condurre la cellula 
verso l’apoptosi.  
La proteina E6 degli HPV ad alto rischio è una proteina di circa 150 aminoacidi 
che funziona principalmente come ponte per un gran numero di fattori cellulari, e 
che manca completamente di attività enzimatica (Howie et al., 2009). E6 lega 
l’ubiquitina ligasi E6AP che recluta p53 in un complesso trimerico, inducendo la 
sua ubiquitinazione ed un rapido turnover. P53 non è il naturale substrato di 
E6AP e viene soltanto legato in presenza di E6. Anche E6 degli HPV a basso 
rischio lega E6AP, ma questo complesso non porta alla degradazione di p53. 
E6 è in grado di inattivare p53 anche attraverso il legame con le due istone acetil 
trasferasi CBP/p300 e ADA3, portando ad una ridotta acetilazione di p53. Di 
notevole interesse è il fatto che mutanti di E6 che non sono in grado di abrogare la 
funzione di p53 sono comunque in grado di immortalizzare le cellule, indicando 
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dunque che altre attività di E6 sono comunque importanti. Le proteine E6 degli 
HPV ad alto rischio attivano l’espressione di hTert (trascrittasi inversa della 
telomerasi), mentre le proteine E6 degli HPV a basso rischio non possiedono 
questa proprietà. 
L’attivazione di hTert mediata da E6 insieme con l’inattivazione di pRb mediata 
da E7 è necessario per immortalizzare i cheratinociti umani. 
I cancri della cervice uterina sono composti da cellule che hanno perso la capacità 
di differenziarsi, e il fenotipo differenziato è necessario per la replicazione 
produttiva di HPV. Inoltre i cancri cervicali spesso contengono i genomi di HPV in 
una forma integrata con il genoma cellulare, piuttosto che in forma episomale, ma 
il DNA del virus ha bisogno di esistere in forma episomale per essere 
produttivamente replicato. Di conseguenza non è sorprendente il fatto che le 
cellule cancerose non producano affatto virioni di HPV. Poiché il primario 
obiettivo dell’infezione è generare nuovi virioni, l’induzione del cancro operata 
dagli HPV ad alto rischio rappresenta per il virus un vicolo cieco. In effetti 
sembrerebbe essere nell’interesse del virus evitare la trasformazione maligna. 
Tuttavia, la natura persistente dell’infezione da HPV ad alto rischio comporta una 
serie di cambiamenti genetici che vengono accumulati nella cellula per lunghi 
periodi di tempo, finché una combinazione di anormalità genetiche non conduce 
allo sviluppo di una vera e propria trasformazione cancerosa. 
L’immortalizzazione di cellule di topo trattate con le proteine E6 ed E7 non 
comporta lo sviluppo di un tumore; quest’osservazione dimostra che l’infezione 
da HPV è necessaria ma non sufficiente per la progressione maligna. Per una 
completa trasformazione è necessaria l’introduzione di nuove mutazioni e 
l’attivazione di oncogeni secondari, come ad esempio ras. 
E6 ed E7 stessi contribuiscono all’accumulo di mutazioni nel genoma cellulare 
attraverso la promozione di una instabilità genomica durante un’infezione 
persistente. E6 ed E7, ad esempio, inducono anormalità centrosomiche che 
comportano un’anormale segregazione dei cromosomi e aneuploidie.  Quale sia il 
17 
 
vantaggio che il virus guadagna attraverso la promozione di questa instabilità 
genomica cellulare non è chiaro, ma sembrerebbe essere  un semplice effetto 
collaterale dell’inattivazione dei pathways di sorveglianza sul ciclo cellulare svolto 
da p53 e da pRb (Bodily e Laimins, 2011).  
 
Lesioni persistenti da HPV ad alto rischio: integrazione virale e cancro 
 
Come precedentemente descritto, il DNA del virus nelle fasi precoci dell’infezione 
rimane in una forma episomale libera all’interno della cellula. Gli HPV a basso 
rischio, come HPV 6 e 11, rimangono esclusivamente in questa forma; questo 
fenomeno è osservabile anche nelle lesioni CIN1 causate da HPV ad alto rischio, e 
frequentemente anche in lesioni CIN2 e CIN3 (Morris, 2005). Tuttavia, nelle cellule 
tumorali il DNA virale si trova comunemente integrato con il DNA della cellula 
ospite. L'integrazione virale avviene a valle dei geni precoci E6 e E7 e questo si 
traduce con la perdita di una vasta regione virale, che spesso coinvolge i geni E1 
ed E2, ma in molti casi anche i geni L1 ed L2, e la residua parte di genoma virale 
integrato risulta l’unica forma presente nella cellula infetta. La perdita di controllo 
del feedback negativo della proteina regolatrice E2 causa la cessazione della sintesi 
virale, ma cosa più importante, comporta la perdita di regolazione di E6 ed E7, che 
vengono massivamente trascritte (Bodily e Laimins, 2011).  
L’integrazione del genoma di HPV nei cromosomi delle cellule ospiti è stata 
osservata in tutte le linee cellulari di cancro cervicale, ad una frequenza molto alta 
nei cancri positivi ad HPV 16 e HPV 18, ad una frequenza nettamente più bassa 
nelle lesioni pre-cancerose di alto grado, e quasi mai nelle lesioni precoci. Queste 
osservazioni suggeriscono che l’integrazione del genoma virale possa giocare un 
ruolo chiave nella cancerogenesi (Vinokurova et al., 2008).  
Tuttavia l’assenza di DNA integrato in alcuni carcinomi positivi ad HPV 16 
implica che l’integrazione non sempre è richiesta per la progressione maligna. 
Nelle cellule tumorali positive per HPV 16 spesso si riscontra il DNA virale sia 
nella forma episomale, sia nella forma integrata. Al contrario, in quasi tutte le 
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lesioni cancerose positive ad HPV 18 è stata riscontrata la presenza di DNA 
integrato in forma esclusiva (Cullen et al., 1991; Badaracco et al., 2002). Questo 
fenomeno potrebbe essere correlato con la maggiore aggressività e rapidità di 
trasformazione delle displasie associate all’infezione di HPV 18, e potrebbe avere 
importanti implicazioni per una ottimale messa a punto dei programmi di 
screening. 
Alcuni autori ritengono infatti che nei programmi di screening basati sulla 
rilevazione del DNA di HPV sarebbe preferibile utilizzare tecniche rivolte verso la 
regione E6/E7 del virus (Morris, 2005), piuttosto che la regione L1, verso cui sono 
diretti la maggior parte dei test validati presenti in commercio, considerato che: 
 E6 e E7 rappresentano le regioni oncogeniche del virus; 
 E6 e E7 sono sempre conservate durante l’infezione, a differenza della 
regione L1 che può andare persa durante l’integrazione; 
 le sequenze di E6 e E7 differiscono notevolmente tra gli HPV ad alto rischio 
e gli HPV a basso rischio. 
 
La prevenzione del cancro della cervice uterina 
 
Benché l’incidenza del cervico-carcinoma sia ancora elevata, nei Paesi 
dell’Occidente europeo si è assistito, negli ultimi anni, a un decremento 
consistente di tale incidenza. Ciò si deve, in questi Paesi, all’introduzione dei 
programmi di screening organizzato e all’uso sistematico del Pap test da parte 
della popolazione femminile. Nonostante questo successo sono stati messi in luce 
più recentemente diverse problematiche correlate con l’utilizzo della citologia 
convenzionale (Cox e Cuzick, 2006): 
 la stretta correlazione della qualità del risultato con la corretta gestione del 
campione, dalla sua raccolta fino all’analisi 
 la relativa soggettività nella lettura dei vetrini 
 la natura ripetitiva della lettura, che può portare ad un aumento di errori di 
interpretazione. 
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Tutti questi problemi si traducono in una diminuzione della sensibilità del test 
(Arbyn et al., 2004; Ronco et al., 2006). Uno studio condotto nel 2006 ha operato 
l’analisi dei risultati di vari studi condotti in Europa, nei quali più di 60.000 donne 
erano state testate contemporaneamente sia attraverso la citologia tradizionale, sia 
attraverso la rilevazione diretta del genoma di HPV tramite tecniche di biologia 
molecolare (Cuzick et al., 2006). La sensibilità della citologia risultava 
sostanzialmente inferiore rispetto all’HPV DNA test. La sensibilità complessiva 
della citologia per lesioni CIN2+ era del 53%, con una elevata variabilità (dal 18,6% 
al 76,7%; Cuzick et al., 2003). La sensibilità era migliore nelle donne di età superiore 
ai 50 anni. 
Per quanto riguarda la specificità, per la citologia risultava complessivamente del 
96,3% e il valore predittivo positivo (PPV) del 20,3%. Anche per la specificità si 
otteneva una percentuale maggiore nelle donne di età superiore ai 35 anni, mentre 
il miglior PPV nelle donne più giovani.  
La sensibilità mostrata dall’HPV DNA test in tutti gli studi era molto alta, con un 
96,1% sia per le lesioni CIN2+ che CIN3+. A differenza della citologia i dati non 
mostravano una grande eterogeneità tra i vari studi, e non era influenzata dall’età 
(Ronco et al., 2006; Bulkmans et al., 2004; ALTS Group, 2003). Una maggiore 
variabilità era riscontrabile nella specificità, che era significativamente più bassa 
nelle donne più giovani. La specificità totale era di 90,7%, e variava dal 76,5% nelle 
giovani donne al 95,5% nella popolazione di età più elevata. Il PPV per le lesioni 
CIN2+ era del 15,5%: 12,8% nelle donne di età superiore ai 35 anni e 17,8% nelle 
donne più giovani (Cuzick et al., 2006). 
In definitiva, lo studio in oggetto ha messo in luce una significativa maggiore 
sensibilità per l’HPV DNA test nei confronti della citologia tradizionale, per ogni 
fascia d’età e in ogni studio considerato. D’altro canto, l’HPV DNA test risulta 
meno specifico; questa differenza è particolarmente significativa nella donne di età 
inferiore ai 35 anni. 
Nei riguardi dell’HPV DNA test sono state proposte diverse applicazioni: 
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 triage delle donne che al Pap test presentano anomalie citologiche non 
identificabili (ASCUS): numerosi studi randomizzati e meta-analisi hanno 
dimostrato che il triage delle donne con citologia ASCUS attraverso l’HPV 
DNA test ha una sensibilità maggiore ed una specificità comparabile a 
quello con la citologia tradizionale (Arbyn et al., 2010). L’elevata sensibilità 
degli odierni HPV DNA test produce un valore predittivo negativo (NPV) 
molto elevato, anche per i precursori degli adenocarcinomi che spesso non 
vengono rilevati attraverso la citologia. 
 follow-up delle donne trattate per CIN2 o CIN3: numerose evidenze 
sperimentali hanno dimostrato che l’HPV DNA test è in grado di predire il 
fallimento del trattamento in tempi molto più brevi rispetto alla citologia 
tradizionale (Arbyn et al., 2010).  
 strumento come screening di primo livello con ricerca degli HPV ad alto 
rischio, da solo o in combinazione alla citologia tradizionale: poiché 
l’infezione da HPV generalmente viene risolta in tempi brevi dal sistema 
immunitario, secondo le ultime linee-guida europee un programma di 
screening basato sul solo HPV DNA test potrebbe aumentare il numero di 
successive indagini (colposcopia) non necessarie (Arbyn et al., 2010). 
Tuttavia indagini in corso sembrano mostrare un’incidenza di lesioni CIN3 
e cancro cervicale più bassa nelle donne HPV-negative rispetto a quelle 
citologia-negative. Secondo le linee-guida europee i risultati definitivi di 
questi studi sono necessari affinché l’utilizzo dell’HPV DNA test come 
strumento di screening di primo livello venga raccomandato in Europa 
(Arbyn et al., 2010). La sua introduzione, inoltre, dovrà essere associata ad 
appropriati programmi di triage e di “counseling” per le donne HPV 
positive e, come per ogni programma di screening, dovranno essere valutati 
vari fattori, quali l’età target e l’intervallo di screening. Ad oggi, in attesa 
dei risultati di studi pilota che si stanno svolgendo in Europa, le linee-guida 
europee considerano ancora come test standard raccomandato per lo 
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screening di primo livello la citologia tradizionale (WHO, 2006; Arbyn et al., 
2010). 
 
HPV DNA test 
 
I principali test disponibili sul mercato per la rilevazione del DNA/RNA di HPV 
sono di 3 principali tipi: 
 Test che rilevano la presenza del DNA di HPV ad alto rischio 
 Test di genotipizzazione 
 Test che rilevano la presenza di mRNA delle proteine E6 ed E7  
 
Test che rilevano la presenza del DNA di HPV ad alto rischio: si tratta di saggi di 
tipo qualitativo o semi-quantitativo attraverso i quali il DNA di specifici HPV 
viene rilevato utilizzando una miscela di sonde. Nessuno di questi test permette 
l’esatta determinazione del tipo di HPV presente nel campione, ma esprime 
solamente la presenza o assenza degli HPV testati (Poljak e Kocjan, 2010). Il test più 
utilizzato di questo tipo, che è anche il test attualmente più utilizzato in generale, è 
rappresentato dall’Hybrid Capture 2 (hc2) sviluppato dalla Digene Corporation; 
esso consiste nell’ibridazione del campione, precedentemente trattato, con due 
miscele di sonde: una miscela relativa a 13 HPV ad alto rischio (HPV-16, HPV-18, 
HPV-31, HPV-33, HPV-35, HPV-39, HPV-45, HPV-51, HPV-52, HPV-56, HPV-58, 
HPV-59 e HPV-68) e l’altra miscela relativa a 5 HPV a basso rischio (HPV-6, HPV-
11, HPV-42, HPV-43 e HPV-44). I complessi sonde-DNA si legano ad anticorpi 
monoclonali specifici legati ad una micro-piastra, la cui presenza viene rilevata 
attraverso l’aggiunta di anti-anticorpi coniugati con una fosfatasi alcalina, e 
successivamente di un substrato chemioluminescente. L’emissione della luce viene 
misurata in maniera semi-quantitativa. L’hc2 è stato approvato dalla Food and 
Drug Administration (FDA) nel 2003 per la rilevazione dell’infezione da HPV ad 
alto rischio per il triage delle donne con citologia ASCUS e come test di screening 
di primo livello, da associarsi alla citologia tradizionale, per le donne di età 
22 
 
superiore ai 30 anni (Poljak e Kocjan, 2010). Nei confronti della citologia 
tradizionale, hc2 ha mostrato una sensibilità più alta ed una specificità 
comparabile per lesioni CIN2+ (Cuzick e Arbyn, 2008; Arbyn et al., 2006). Nello 
screening di primo livello, hc2 mostra sempre una maggiore sensibilità rispetto 
alla citologia, ma una specificità più bassa (Cuzick e Arbyn, 2008; Arbyn et al., 2006, 
Koliopoulos et al., 2007). Tuttavia, donne risultate negative all’hc2 mostrano un 
rischio più basso di sviluppare lesioni CIN3+ nei seguenti 3-6 anni rispetto a 
donne risultate negative alla citologia (Cuzick e Arbyn, 2008; Arbyn et al., 2006). Nel 
follow-up a breve termine (meno di 2 anni) delle donne trattate per lesioni CIN 
hc2 risulta più sensibile, anche se meno specifico, rispetto alla citologia (Cuzick e 
Arbyn, 2008; Arbyn et al., 2006). I maggiori problemi relativi alla corrente versione 
di hc2 sono sostanzialmente di due tipi:  
 mancanza di un controllo interno per la valutazione dell’adeguatezza del 
campione o della presenza di potenziali inibitori 
 alto rischio di falsi positivi dovuti alla cross-reattività delle sonde con tipi di 
HPV diversi da quelli verso cui il test è diretto, come HPV a basso rischio 
(Poljac et al., 2002; Castle et al., 2008; Schurtzbank et al., 2007). Questo specifico 
problema assume una particolare rilevanza quando il test viene utilizzato in 
uno screening di primo livello, poiché la rilevazione di falsi positivi 
potrebbe risultare in un aumento di colposcopie non necessarie, e quindi ad 
un aumento dei costi del tutto superfluo (Wright et al., 2007). Poiché i falsi 
positivi tendenzialmente danno segnali deboli, è stata proposta 
l’introduzione di un cut-off del segnale, al di sotto del quale il campione 
verrà considerato negativo, oppure la ripetizione del test per i campioni 
borderline (Seme et al., 2006; Hesselink et al., 2006; Poljac et al., 2009; Szarewski 
et al., 2008; Sargent et al., 2010). Secondo alcuni autori, l’introduzione del 
cut-off dovrebbe aumentare la specificità clinica e il PPV senza significative 
diminuzioni di sensibilità (Szarewski et al., 2008). 
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Un altro test, lanciato sul mercato europeo nel 2004, è l’Amplicor HPV test , 
sviluppato dalla Roche Molecular Systems. Questa metodica si basa su una PCR 
qualitativa che rileva gli stessi 13 HPV ad alto rischio dell’hc2, attraverso 
l’amplificazione di una sequenza target di 165 pb del gene L1 di HPV. A 
differenza dell’hc2 è prevista l’amplificazione di una porzione del gene della β-
globina umana come controllo interno. L’amplificato viene sottoposto ad 
ibridazione con sonde specifiche, ed i complessi sonde-amplificato vengono 
rilevati attraverso un saggio biotina-avidina-perossidasi (Poljac et al., 2005). Il test 
Amplicor ha mostrato una buona performance nella capacità di prevedere lo 
sviluppo di lesioni CIN2+ in donne con citologia ASCUS, quando confrontato con 
la citologia tradizionale (Monsonego et al., 2005). Inoltre è risultato maggiormente 
specifico rispetto all’hc2, probabilmente perché non soggetto alla cross-reattività 
del test hc2 con HPV a basso rischio; tuttavia risulta meno specifico quando al test 
hc2 viene applicato un cut-off del segnale (Poljak e Kocjan, 2010). Anche per 
Amplicor è stata proposta l’introduzione di un cut-off che possa aumentare la 
specificità e il PPV, senza significative diminuzioni della sensibilità (Wentzensen et 
al., 2009); il mantenimento del cut-off originale potrebbe essere utile in alcune 
situazioni cliniche, come ad esempio nel follow-up di donne trattate per lesioni 
CIN (Poljac et al., 2005; Stevens et al., 2007; De Francesco et al., 2008).  
Pur essendo dotato di un controllo interno e pur essendo meno soggetto a 
fenomeni di cross-reattività, l’Amplicor test  presenta tuttavia lo svantaggio di 
essere poco idoneo per l’analisi di un numero elevato di campioni, a causa dei 
molti passaggi non automatizzati e della lunga durata del test; i numerosi 
passaggi manuali potrebbero infatti aumentare il rischio di contaminazione, in 
particolar modo nel caso di molti campioni da processare (Stevens et al., 2006). 
Test di genotipizzazione: questa tipologia di test, che permettono l’esatta 
determinazione del tipo di HPV presente in un campione positivo, rappresenta il 
gruppo di saggi più vasto presente in commercio. A differenza del precedente tipo 
il valore clinico dei test di genotipizzazione non è ancora stato ben definito (Cuzick 
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e Arbyn, 2008; Cox, 2009; Gravitt et al., 2008; Vince e Lepej, 2010). Ad oggi i test di 
genotipizzazione sono indispensabili come strumenti di ricerca per lo studio della 
trasmissione, della patogenesi e della prevenzione dell’infezione da HPV. 
Tuttavia, è altamente probabile che rivestiranno in un prossimo futuro un ruolo 
importante nella gestione clinica (Gravitt et al., 2008; van Hamont et al., 2006; Feng et 
al., 2009). L’introduzione recente della vaccinazione contro gli HPV-16 e HPV-18 e 
la successiva estensione del suo utilizzo necessiterà di una sorveglianza della 
popolazione sulla sua efficacia, che con tutta probabilità richiederà l’utilizzo di un 
metodo in grado di distinguere il tipo di HPV (Gravitt et al., 2008; Feng et al., 2009).  
Benché il sequenziamento del DNA sia ancora considerato il test “gold standard” 
per la genotipizzazione, esso presenta molteplici svantaggi, quali i costi elevati, il 
lungo tempo di processamento e la difficoltà della sua applicazione nella pratica 
diagnostica di routine. Per questi motivi nella pratica quotidiana la maggior parte 
dei laboratori utilizzano test diversi dal sequenziamento per la genotipizzazione 
(Poljak e Kocjan, 2010). 
Gran parte di questi test di basano su un’ibridazione inversa su striscia: un 
frammento del DNA di HPV viene prima amplificato tramite PCR utilizzando 
specifici primers biotinilati, e gli amplificati vengono denaturati ed ibridati con 
sonde specifiche immobilizzate su strisce di nylon o nitrocellulosa. Dopo 
l’ibridazione viene aggiunta una fosfatasi alcalina o una perossidasi, che lega gli 
ibridi biotinilati; l’aggiunta di un substrato cromogeno produce la formazione di 
un precipitato colorato nel punto in cui le sonde si sono legate agli amplificati 
permettendone la visualizzazione. La striscia viene quindi letta ed interpretata 
seguendo la guida di riferimento, nella quale viene indicato il pattern specifico per 
ogni tipo di HPV.  
Un test di questo tipo molto utilizzato è rappresentato dall’INNO-LiPA HPV 
Genotyping, sviluppato dall’Innogenetics, nel quale viene amplificato un 
segmento di 65 pb del gene L1 di HPV (primers SPF10). L’ibridazione avviene con 
28 sonde immobilizzate su una striscia di nitrocellulosa, e permette 
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l’identificazione di 28 tipi di HPV (Kleter et al., 1999). Il controllo dell’adeguatezza 
del campione e della presenza di inibitori è permesso dalla presenza di primers 
per il gene umano HLA-DPB1, ed il processo può essere quasi completamente 
automatizzato. 
Il test INNO-LiPa ha mostrato una sensibilità significativamente maggiore rispetto 
a metodi di genotipizzazione che utilizzano primers GP5+/GP6+ (che hanno come 
target un altro frammento del gene L1), specialmente quando nel campione sono 
presenti più tipi di HPV (Kleter et al., 1999; Hesselink et al., 2008); ha inoltre 
mostrato un’elevata concordanza con il test Amplicor (van Ham et al., 2005).  
Un altro test di genotipizzazione non basato su sequenziamento è la 
genotipizzazione tramite microarray; molto simile ai saggi su striscia, si basa 
anch’esso sul principio dell’ibridazione. In questo caso, dopo l’amplificazione di 
sequenze specifiche tramite PCR, gli amplificati vengono denaturati e ibridati con 
sonde che sono ancorate sulla superficie di un supporto insolubile, definito anche 
DNA chip. Il legame amplificato-sonda viene rilevato attraverso la misura della 
fluorescenza, che deriva dall’introduzione di nucleotidi modificati (come il Cy5-
dUTP) durante la PCR o durante l’ibridazione.  Diversi test disponibili sul 
mercato, come il Clart HPV 2 della Genomica, l’HPV GenoArray della HybridBio 
Limited e l’Infiniti HPV assay dell’AutoGenomics, hanno mostrato una buona 
correlazione quando confrontato con il test INNO-LiPA o il test Amplicor (Galan-
Sanchez e Rodriguez-Iglesias, 2009; Li uet al., 2010; Erali et al., 2009). 
Test che rilevano la presenza di mRNA delle proteine E6 ed E7: diversi studi 
recenti hanno chiaramente dimostrato che la rilevazione dell’mRNA di HPV, 
piuttosto che il DNA, è clinicamente più significativo (Gravitt et al., 2008; Lie e 
Kristensen, 2008; Cuschieri e Wentzensen, 2008). I trascritti più rilevanti dal punto di 
vista diagnostico sono quelli relativi alle due oncoproteine virali E6 e E7. La loro 
rilevazione può essere effettuata sia attraverso rt-PCR (PCR con trascrittasi 
inversa) sia attraverso amplificazione basata sulla sequenza degli acidi nucleici 
(NASBA).  
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Il test PreTect HPV-Proofer, sviluppato dalla Nor-Chip, basato sulla tecnica 
NASBA, permette la determinazione qualitativa dell’m-RNA di E6 e E7dei 5 HPV 
ad alto rischio più frequenti (HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33 e HPV-45). Il test 
utilizza set multipli di primers per amplificare gli m-RNA virali e l’m-RNA 
relativo al gene umano U1A, utilizzato come controllo interno. La formazione 
degli amplificati viene rilevata in tempo reale attraverso 6 sonde beacons (Figura 
3).  
Studi di comparazione hanno mostrato per questo test una sensibilità clinica per le 
lesioni CIN2+ più bassa rispetto ai metodi basati sulla rilevazione del DNA, ma 
una specificità nettamente più alta (Keegan et al., 2009; Tropé et al., 2009).  
 
 
Figura 3: struttura molecolare delle sonde 
beacons e rilevazione in tempo reale del 
segnale di amplificazione attraverso il 
loro utilizzo. 
 
 
 
La diminuzione di sensibilità è probabilmente dovuta al fatto  che il test sia in 
grado di rilevare soltanto 5 tipi di HPV, contro i 13 rilevati dai test basati sul DNA 
(Dockter et al., 2009). 
Un altro test di questo tipo è stato sviluppato dalla Gen-Probe, l’APTIMA HPV 
assay, che permette la rilevazione dell’m-RNA di E6 e E7 relativo a 14 tipi di HPV 
ad alto rischio; il test è di tipo qualitativo e il risultato è fornito in termini di 
presenza/assenza dei 14 tipi di HPV, non permettendo però la determinazione di 
quale tipo sia presente nel campione (Dockter et al., 2009). 
Il test APTIMA non è soggetto a fenomeni di cross-reattività con altri HPV a basso 
rischio, né con altri organismi che possono essere presenti nel campione cervicale 
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(Dockter et al., 2009). Il test rileva, oltre che l’m-RNA, anche il DNA genomico 
(Getman et al., 2009); tuttavia la sensibilità per l’m-RNA di HPV-16 è risultata 
significativamente più alta rispetto al DNA dello stesso tipo di HPV (Getman et al., 
2009). Studi di comparazione con altri test diagnostici, come l’hc2 e l’Amplicor, 
hanno mostrato una sensibilità clinica inferiore del test APTIMA, ma un 
significativo aumento della specificità (Szarewski et al., 2008; Dockter et al., 2009; 
Monsonego et al., 2010). 
 
2. Chlamydia trachomatis 
 
Chlamydia trachomatis è un batterio patogeno gram negativo, intracellulare 
obbligato, con un tropismo per le cellule epiteliali delle mucose. Rappresenta la 
causa più comune di malattia batterica a trasmissione sessuale, sia nei paesi 
sviluppati che in via di sviluppo, con più di 90 milioni di nuovi casi diagnosticati 
ogni anno (World Health Organization, 2007).  
Chlamydia trachomatis è caratterizzata da un ciclo vitale bifasico (Brunham e Rey-
Ladino, 2005): un corpo elementare infettante, ma metabolicamente inattivo, viene 
captato dalle cellule epiteliali della mucosa (Figura 4).  
 
 
 
Figura 4: ciclo 
cellulare di C. 
trachomatis.   
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In seguito all’internalizzazione, il corpo elementare viene circondato da una 
membrane endosomale a formare un’inclusione, creando una sorta di nicchia 
intracellulare che rappresenta un ambiente ideale per la replicazione di C. 
trachomatis. All’interno dell’inclusione, il corpo elementare si trasforma in un 
corpo reticolato, di più grandi dimensioni e metabolicamente attivo, che si divide 
per fissione binaria.  In 40-48 ore i corpi reticolati si ritrasformano in nuovi corpi 
elementari infettanti, che vengono successivamente rilasciati per endocitosi e 
possono infettare nuove cellule. Nelle donne i corpi elementari di Chlamydia 
trachomatis infettano le cellule dell’epitelio colonnare della cervice uterina, 
causando pochi e spesso nessun sintomo clinico (Figura 5). La risposta 
infiammatoria che ne consegue è caratterizzata da un afflusso di macrofagi e 
neutrofili nella zona di infezione, e dalla formazione a livello della sottomucosa di 
siti induttivi della risposta immunitaria, che contengono cellule B, cellule T, cellule 
dendritiche e macrofagi, le quali si coordinano per l’iniziazione di una risposta 
immunitaria acquisita, che include anche lo sviluppo di IgA secretorie.  
  
 
Figura 5: 
Principali siti 
di infezione 
di C. 
trachomatis 
nella donna. 
 
 
I batteri possono tuttavia risalire ai siti anatomici sovrastanti, estendendo 
l’infezione fino all’endometrio e alle tube di Falloppio, causando malattia 
infiammatoria pelvica e infiammazione delle tube (salpingiti), portando alla 
formazione di cicatrici ed occlusioni che possono condurre all’infertilità e 
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all’aumento del rischio di sviluppare gravidanze ectopiche. Negli uomini il sito di 
infezione principale è rappresentato dall’epitelio colonnare monostratificato della 
mucosa uretrale ed i sintomi sono limitati a disuria e a perdite biancastre, 
causando principalmente uretriti non gonococciche (Peipert, 2003).  
Nell’uomo come nella donna, mentre la presenza di sintomi significa infezione, la 
loro assenza non significa affatto assenza di infezione: è stato infatti stimato che 
circa il 70% delle donne e il 50% degli uomini presentano infezioni asintomatiche 
(Centers for Disease Control and Prevention,  2009). Se non trattate, queste infezioni 
possono progredire e, come precedentemente descritto, causare complicanze con 
serie conseguenze nella capacità riproduttiva femminile, come la malattia 
infiammatoria pelvica, che può portare a gravidanze ectopiche e infertilità.  
 
Dati epidemiologici e programmi europei di screening 
 
In molti paesi europei i tassi di incidenza delle infezioni causate da C. trachomatis 
sono aumentati negli ultimi 10 anni. Nel 2005 in 17 paesi europei sono stati 
riportati più di 200.000 nuovi casi; tuttavia, a causa della natura asintomatica 
dell’infezione, questi dati risultano probabilmente sottostimati (Van de Laar e 
Morré, 2007). In Europa i tassi di prevalenza sono più alti nei giovani adulti 
sessualmente attivi, con tassi che variano dal 2% al 6%, come stimato in studi di 
popolazione effettuati in Olanda (Van de Laar e Morré, 2007), Danimarca (Wilson et 
al., 2002) e Regno Unito (Fenton e Lowndes, 2004). 
A differenza di gonorrea e sifilide, le infezioni da C. trachomatis non sembrano 
essere ristrette a particolari gruppi di soggetti a rischio, anche se la più alta 
incidenza è comunemente registrata nel gruppo di età 15-24 anni, che rappresenta 
da solo il 60% delle infezioni totali (Whyte et al., 2007). 
Come sottolineato dall’European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 
l’infezione da C. trachomatis rappresenta in Europa un problema sanitario piuttosto 
rilevante: infezioni non trattate possono portare ad una significativa diminuzione 
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della capacità riproduttiva femminile, ed i costi per il trattamento dell’infertilità 
sono notevoli (Project SCREen, 2008). 
Dal novembre 2006 al gennaio 2008 l’ECDC ha avviato il progetto SCREen 
(Screening for Chlamydia Review in Europe), attraverso il quale sono state 
analizzate le attività sanitarie di 29 paesi europei volte al controllo dell’infezione 
da Chlamydia. Lo studio ha messo in luce una grande variabilità sia nel grado che 
nell’intensità di queste attività (Low, 2008): mentre in quasi tutti i paesi sono 
disponibili test di amplificazione degli acidi nucleici, soltanto in quattro paesi 
esiste un sistema di sorveglianza dei dati sulla prevalenza dell’infezione. Veri e 
propri programmi di screening sono presenti soltanto in due paesi: 
 in Inghilterra, dal 2007, sono sottoposti a screening i maschi e le femmine 
sessualmente attivi al di sotto dei 25 anni, con la ripetizione del test per i 
soggetti negativi ogni anno, oppure dopo il cambiamento del partner 
sessuale; 
 nei Paesi Bassi è attivo un progetto pilota dal 2008, che prevede lo screening 
della popolazione di età compresa tra i 16 e i 29 anni.  
In Italia, nonostante le raccomandazioni dell’ECDC sull’implementazione di 
strumenti per il controllo dell’infezione da Chlamydia e l’attivazione di adeguati 
programmi di screening, non sono ad oggi presenti particolari interventi, ed 
esistono linee-guida esclusivamente per la gestione dei soggetti positivi. 
 
Diagnosi di C. trachomatis 
 
I principali test diagnostici disponibili per la diagnosi di C. trachomatis sono: 
 Tecniche di amplificazione degli acidi nucleici (NAATs) 
 Isolamento in colture cellulari 
 Test immunoenzimatici (EIA) 
 Test di fluorescenza diretta (DFA) 
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Poiché un vasto numero di studi ha ampiamente dimostrato la superiorità dei 
NAATs nei confronti delle altre tecniche, soltanto questo tipo di test sono 
raccomandati dalle linee guida europee (Lanjow at al., 2010). 
Scelta del test: Secondo le linee guida europee tutte le ultime versioni dei test 
sviluppati dalle principali case produttrici sono adeguati (Morré et al., 2008), con 
sensibilità e specificità che variano pochissimo tra un test e l’altro; la scelta del test 
da utilizzare tra quelli disponibili in commercio è influenzata da altri fattori, quali 
il costo, la durata, la possibilità di associare il test alla diagnosi di altri agenti 
patogeni ed il grado di automazione (Levett et al., 2008). 
La maggior parte dei test di amplificazione degli acidi nucleici hanno come target 
un’unica sequenza genica, generalmente il plasmide criptico di C. trachomatis, il 
gene della proteina maggiore di membrana (MOMP) o il gene per l’rRNA. Il 
plasmide criptico è presente nelle cellule batteriche con un numero medio di 40 
copie per cromosoma (Pickett et al., 2005) ed è altamente conservato (Comanducci et 
al., 1990). Tuttavia, un test basato sulla ricerca esclusiva del plasmide criptico sarà 
incapace di rilevare la presenza di mutanti di C. trachomatis che non possiedono il 
plasmide. Ceppi di C. trachomatis mancanti del plasmide sono stati identificati già 
nei primi anni ’90, e nel 2007 un nuovo ceppo è stato nuovamente rilevato 
(Peterson et al., 1990, An et al., 1992, Magbanua et al., 2007). Uno studio condotto su 
40 campioni di pazienti a rischio, attraverso l’utilizzo di vari NAATs, mostrò la 
presenza di 9 campioni positivi a C. trachomatis che non risultava positivo alla 
presenza di sequenze plasmidiche (An et al., 1992). 
Poiché l’utilizzo di un test diagnostico che ha un unico target genico comporta 
l’incapacità di rilevare ceppi mutanti di C. trachomatis, le linee guida europee 
consigliano sia l’utilizzo di test che hanno come target almeno due diverse 
porzioni geniche, sia l’adesione a programmi di valutazione di qualità, includendo 
sistemi di monitoraggio, per il rilevamento di nuove varianti genetiche (Lanjouw at 
al., 2010). 
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Campioni di prima scelta: 
 Uomini: urine primo getto. La sensibilità dei principali NAATs su questo 
tipo di campione è stata stimata intorno al 85-95% (Cook et al., 2005; Gaydos 
et al., 2008). La concordanza dei vari test per uomini sintomatici è molto 
alta, ed inoltre questo tipo di campione ha un alto livello di accettabilità da 
parte del paziente (Marrazzo e Scholes, 2008). Per quanto riguarda il liquido 
seminale, è stato stimato che più del 10% dei campioni presenti inibitori, 
anche se esiste una buona correlazione tra positività nelle urine primo getto 
e positività su liquido seminale (Gdoura et al., 2008). Tuttavia, le linee guida 
europee non raccomandano questo tipo di campione.  
 Donne: tampone cervicale. La sensibilità dei principali NAATs su campioni 
di urine primo getto risulta essere più bassa rispetto a quella riscontrata 
negli uomini (80-90%, Cook et al., 2005). Il tampone cervicale risulta essere la 
migliore alternativa (Lanjouw at al., 2010). 
Urine primo getto: la prima porzione delle urine è caratterizzata da una carica 
batterica significativamente più alta rispetto alla seconda o alla terza porzione. 
Analisi effettuate su urine di prima mattina non sembrano essere più sensibili 
rispetto a quelle effettuate su urine raccolte al momento della visita (Thomas et al., 
1991), quindi il campione può essere raccolto anche in questo momento. 
 
3. Neisseria gonorrhoeae 
 
N. gonorrhoeae è un diplococco gram negativo che si ritrova solo nell’uomo.  
Mostra una elevata correlazione con Neisseria meningitidis, ma, a differenza di 
questo, ha sviluppato un forte adattamento per il tratto genitale. Come 
conseguenza evolutiva a questo adattamento, il gonococco presenta speciali 
esigenze nutritive per la crescita in vitro, come CO2, cisteina come fonte di solfuri e 
ferro. Lo sviluppo di terreni di coltura adatti ad una crescita ottimale e la sua 
ridotta capacità di sopravvivere nell’ambiente esterno crea non poche difficoltà 
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per la sua rilevazione attraverso metodi di diagnosi tradizionali (Catlin, 1973). 
Tuttavia il batterio presenta un’elevata versatilità nello sviluppo di resistenza a 
molti antibiotici ed una mutevole variabilità antigenica che gli permette di evadere 
le difese immunitarie, causando spesso infezioni persistenti e asintomatiche 
(Brunham et al., 1993). N. gonorrhoeae stabilisce l’infezione mediante l’interazione 
con le cellule epiteliali non ciliate della mucosa, che culmina con l’invasione della 
cellula ospite (Figura 6).  
I batteri entrano all’interno delle cellule epiteliali attraverso un processo di 
endocitosi, con la formazione di un vacuolo che viene successivamente trasportato 
verso la parte basale della cellula. Qui i batteri vengono rilasciati per esocitosi nel 
tessuto sub-epiteliale. I batteri non vengono distrutti all’interno del vacuolo, anche 
se non è ancora chiaro se siano in grado di replicarsi al suo interno. Benché siano 
numerosi i meccanismi molecolari coinvolti durante la stabilizzazione del 
rapporto tra il batterio e la superficie della mucosa, l’infezione risulta spesso nello 
sviluppo di un processo infiammatorio che richiama verso il sito un gran numero 
di polimorfonucleati (Virji, 2009). 
 
 
 
 
 
 
Figura 6: Patogenesi di N. 
gonorrhoeae. 
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I batteri fagocitati dai leucociti vengono secreti in un essudato purulento ricco in 
polimorfonucleati. Anche le cellule epiteliali ciliate della mucosa subiscono un 
danno tossico a causa dei prodotti sia dei fagociti (principalmente mediati dal 
tumor necrosis factor) sia dei batteri (come il peptidoglicano e il lipopolisaccaride). 
I sintomi della gonorrea sono simili a quelli causati da C. trachomatis, ed i 
principali siti di infezione sono l’uretra negli uomini e la cervice nelle donne; 
tuttavia può causare infezioni anche in siti extra-genitali come l’orofaringe e la 
regione ano-rettale. Altro sito di infezione può essere la regione oculare, che nei 
neonati può causare anche cecità. L’infezione genitale negli uomini spesso si 
presenta attraverso perdite uretrali, ma nelle donne e in caso di infezioni extra-
genitali sono frequenti infezioni silenti. Una infezione sistemica disseminata è 
poco frequente (Tapsal, 2001). 
L’infezione genitale può comportare anche lo sviluppo di complicanze di grado 
severo, come la malattia infiammatoria pelvica nelle donne, che può condurre a 
infertilità e gravidanze ectopiche; oftalmia e cecità nei neonati; infezione 
gonococcica disseminata. Inoltre la gonorrea è associata con un significativo 
aumento della trasmissione del virus dell’HIV (più del 500%). 
In Europa nel 2009 sono stati riportati più di 29.000 casi, con un tasso di incidenza 
del 9,7 per 100.000 abitanti; gli uomini presentano un tasso di incidenza triplo 
rispetto alle donne (15,9/100.000 e 6,3/100.000 rispettivamente). Il 44% dei casi è 
rappresentato da giovani adulti, di età compresa tra i 15 e i 24 anni; circa un 
quarto dei casi è rappresentato da uomini omosessuali (European Center for Disease 
Prevention and Control, 2011). 
Dal 1976 a oggi, in Italia il numero di casi di gonorrea si è progressivamente 
ridotto. Infatti, intorno alla metà degli anni Settanta, l'incidenza della malattia era 
di circa 3 mila casi all'anno, mentre nel 1998 il numero di casi era inferiore ai 500. 
Dal 1983 si è osservato un continuo decremento della malattia, poi stabilizzatasi a 
partire dai primi anni Novanta.  
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L’incidenza è rimasta relativamente stabile nel decennio 1997-2006, sebbene vi sia 
una certa tendenza all’incremento. Nel 2006 il tasso di incidenza della gonorrea in 
Italia è risultato pari a 0,68 casi per 100.000 residenti, sensibilmente inferiore 
rispetto alla media europea. L’incidenza riscontrata al nord e al centro è 
nettamente maggiore rispetto a quella del sud e delle isole. Anche in Italia i maschi 
presentano una incidenza di malattia superiore a quella delle femmine, e la fascia 
di età più colpita è quella 15-24 anni, seguita dalla fascia di età 25-64 anni 
(Ministero della Salute, Relazione sullo stato sanitario del paese 2005-2006). 
 
Diagnosi di N. gonorrhoeae 
 
La diagnosi di gonorrea avviene attraverso l’identificazione del batterio nelle 
secrezioni genitali, rettali, faringee o oculari. Le principali tecniche di rilevazione 
di N. gonorrhoeae sono rappresentate da: 
 Tecniche di microscopia: l’esame microscopico con colorazione di Gram 
rappresenta un test diagnostico rapido e con una buona sensibilità (intorno 
al 95%) nei maschi sintomatici con secrezioni uretrali (Figura 7 , Sherrard e 
Barrow, 1996).  
 
Figura 7 - Essudato uretrale di paziente 
affetto da gonorrea acuta: si noti la 
presenza dei tipici diplococchi gram 
negativi associati a numerosi 
granulociti. 
 
Questa tecnica risulta invece di ridotta sensibilità negli uomini asintomatici 
(55%), nei campioni endocervicali (55%) e nelle infezioni rettali (40%) 
(Barrow e Phillips, 1978). 
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 Isolamento colturale: rappresenta un test diagnostico specifico ed 
economico che permette l’identificazione rapida del batterio ed una 
contemporanea analisi di suscettibilità antibiotica. Le linee guida europee 
raccomandano l’utilizzo di terreni di crescita selettivi contenenti antibiotici 
(Bignell, 2009). Questa tecnica è consigliata per campioni endocervicali, 
uretrali, rettali e faringei. La sensibilità del test è alta per i campioni genitali 
se associata ad ottimali condizioni di raccolta e trasporto del campione 
stesso. Poiché i vari terreni disponibili in commercio variano in sensibilità e 
selettività, le linee guida europee raccomandano l’adesione ad appropriati 
programmi di controllo di qualità. Inoltre questo test è particolarmente 
indicato quando i sintomi dell’infezione permangono anche dopo il 
trattamento. 
 NAATs: presentano generalmente un grado di sensibilità maggiore (circa il 
90%) rispetto alle tecniche colturali (Cook et al., 2005, Van Dyck et al., 2001). 
Questi test possono essere utilizzati su campioni di urine, tamponi vaginali, 
cervicali e uretrali. I campioni di urina delle donne mostrano una sensibilità 
più bassa e sono sconsigliati. I campioni che risultano positivi 
all’amplificazione degli acidi nucleici dovrebbero essere sottoposti ad un 
test di conferma (Ison, 2006, Smith et al., 2005) sottoponendoli ad un 
ulteriore NAAT che ha come target un’altra sequenza genica.  
La sensibilità di queste tecniche è significativamente più alta rispetto 
all’isolamento colturale anche per i campioni faringei e rettali (Page-Shafer et 
al., 2002). Poiché non esistono ad oggi kit commerciali validati su questi tipi 
di campioni, l’utilizzo di un test di conferma è obbligatorio (Bignell, 2009).  
 
4. Micoplasmi 
I Micoplasmi sono i più piccoli organismi presenti in natura dotati di vita 
autonoma e, unici fra tutti i procarioti, hanno la speciale caratteristica di non 
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possedere una parete cellulare. Questa peculiarità è largamente responsabile delle 
loro proprietà biologiche, inclusa la non reazione alla colorazione di Gram e la 
resistenza a molti dei più comuni antibiotici, come le beta-lattamasi. Questi batteri 
sono generalmente associati alle mucose: risiedono di norma negli spazi 
extracellulari del tratto respiratorio e uro-genitale e solo raramente penetrano a 
livello della sotto-mucosa. 
Tra le 17 specie isolate nell’uomo, 4 organismi rivestono una particolare 
importanza dal punto di vista clinico: Mycoplasma pneumoniae, ben conosciuto 
patogeno delle vie respiratorie; ed i tre batteri appartenenti alla classe dei 
Mollicutes: Mycoplasma hominis e le due specie di Ureoplasma, in grado di 
idrolizzare l’urea per produrre ATP, Ureoplasma urealyticum e Ureoplasma 
parvum, patogeni opportunisti che causano infezioni uro-genitali in soggetti 
suscettibili (Waites et al., 2005).  
Questi ultimi possono sia far parte della normale flora batterica in soggetti sani, 
ma anche causare infezioni anche gravi quali vaginosi batteriche, salpingiti, 
corionamniositi, endometriosi post-parto nelle donne, e uretriti non gonococciche 
negli uomini (Volgmann et al., 2005). A dispetto dei numerosi studi condotti su 
questi microorganismi, le conoscenze a loro riguardo sono ancora piuttosto scarse, 
principalmente a causa della difficoltà di crescita di questi batteri in normali 
terreni di coltura. Soltanto l’introduzione delle tecniche di biologia molecolare ha 
permesso in questi ultimi anni di approfondire il potenziale patogeno di questi 
batteri (Larsen e Hwang, 2010). 
I tassi di prevalenza riscontrati nella popolazione sono molto variabili e 
dipendono dalla zona geografica, dalle tecniche utilizzate e dall’ampiezza del 
campione analizzato: M. hominis è stato riscontrato in una percentuale che va 
dall’1,3% al 21,9% nelle donne (Ouzounova-Raykova et al., 2011; Rodrigues et al., 
2011; Baczynska et al., 2008; Imudia et al., 2008; Pajaro et al., 2001) e nell’1,6-4% degli 
uomini (Takahashi et al., 2006; Salari e Karimi, 2003), mentre gli Ureoplasma sono stati 
rilevati in una percentuale che va dal 20,1% al 38,4% nelle donne (Ouzounova-
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Raykova et al., 2011; Rodrigues et al., 2011; Imudia et al., 2008; Takahashi et al., 2006) e 
nel 2-3% degli uomini (Zeighami et al., 2009). 
Le specie di Ureoplasma sono i batteri più comunemente rilevati in campioni 
genitali: può essere infatti riscontrato nel 40% delle giovani donne sessualmente 
inattive, nel 67% delle donne sessualmente attive e nel 25% delle donne in 
menopausa (Iwasaka et al., 1986). U. parvum è la specie più comunemente rilevata 
(Waites et al., 2005; She et al., 2009). 
Poiché M. hominis, U. urealyticum e U. parvum sono batteri commensali del tratto 
genitale femminile, sono stati per lungo tempo considerati a bassa virulenza. 
Tuttavia, numerosi studi dimostrano una significativa associazione tra questi 
organismi e complicanze anche gravi quali: infertilità femminile (Zeighami et al., 
2009; Gupta et al., 2009) e maschile (Larsen e Hwang, 2010), aborti precoci (Joste et al., 
1994), nascite premature (Perni et al., 2004; Witt et al., 2005) e malattie neonatali 
provocate dalla trasmissione dell’infezione dalla madre al figlio durante il parto, 
principalmente infezioni del tratto respiratorio superiore, ma anche polmoniti e 
meningiti (Rose e Viscardi, 2010). 
Un altro microorganismo appartenente alla classe dei Mollicutes, Mycoplasma 
genitalium, è stato più recentemente soggetto dell’interesse dei clinici e dei 
ricercatori; si tratta di un microorganismo dotato di replicazione autonoma con un 
genoma di dimensioni veramente ridotte: 580.000 pb contenenti solo 482 geni. E’ 
stato isolato per la prima volta dall’uretra di due uomini affetti da uretrite non–
gonococcica nel 1980 (Tully et al., 1981). Poiché l’isolamento di questo 
microrganismo risulta particolarmente difficile e richiede diverse settimane o 
anche mesi per la crescita, i test di amplificazione degli acidi nucleici risultano gli 
unici strumenti diagnostici disponibili (Ross e Jensen, 2006).  
Sia nelle donne che negli uomini M. genitalium può essere rilevato nel tratto 
genitale con una frequenza intorno all’1% (Ouzounova-Raykova et al., 2011; 
Rodrigues et al., 2011; Baczynska et al., 2008; Takahashi et al., 2006; Salari e Karimi, 
2003); la sua presenza è stata associata con uretriti e cerviciti (Manhart et al., 2003; 
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Falk et al., 2005). L’inoculo di M. genitalium in modelli animali causa sia malattie 
del tratto genitale inferiore, sia salpingiti (Taylor-Robinson et al., 1987). Può essere 
rilevato anche nell’endometrio di donne con malattia infiammatoria pelvica (Cohen 
et al., 2002) e, in un unico studio, è stato riscontrato anche a livello delle tube di 
Falloppio (Cohen et al., 2005). Le evidenze sperimentali sembrano quindi mettere in 
luce un ruolo di M. genitalium come patogeno nelle donne (Anagrius et al., 2005). 
Per quanto riguarda il suo ruolo patogeno nei soggetti maschi, diversi lavori sono 
stati pubblicati a partire dal 1993, con l’introduzione di tecniche di biologia 
molecolare. Tutti gli studi mostrano un’elevata prevalenza di M. genitalium nei 
soggetti affetti da uretriti non-gonococciche (Jensen, 2004), in particolar modo nei 
soggetti negativi per C. trachomatis. La presenza del batterio è stata riscontrata 
anche nell’uretra di uomini affetti da epididimiti (Eickhoff et al., 1999), e nel tessuto 
prostatico di uomini affetti da prostatite (Krieger et al., 2003). 
 
Diagnosi di laboratorio 
M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum e U. parvum possono essere isolati da vari 
tipi di campioni biologici, come tamponi cervicali, urine, liquido seminale, 
tamponi uretrali, sangue, liquido amniotico, CSF, espettorato e liquido pleurico 
(Rose e Viscardi, 2010). L’isolamento da distretti normalmente sterili è sempre 
significativa. Il loro isolamento da distretti dove possono essere presenti allo stato 
commensale è di più difficile interpretazione per cui è necessaria una valutazione 
quantitativa. Nella donna la presenza di ureoplasmi in un prelievo cervico-
vaginale è ancora di più difficile interpretazione a causa della sua elevata 
frequenza in pazienti asintomatiche. M.hominis è isolato più di rado e la sua 
presenza in conta elevata può anche evocare un’infezione dell’apparato genitale 
superiore. La presenza di Micoplasmi in prelievi periferici del neonato può 
indicare una semplice contaminazione, decisamente più significativo è il loro 
isolamento da prelievi endotracheali (Latino, 2003). 
Le principali tecniche di rilevazione sono sostanzialmente di due tipi: 
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 Tecniche colturali: con l’eccezione di M. genitalium, la cui crescita in terreni 
di coltura risulta particolarmente lenta e che quindi non può essere 
diagnosticato attraverso questa metodica, per gli altri organismi la 
rilevazione attraverso metodiche classiche è ancora abbastanza utilizzata. I 
micoplasmi, tuttavia, sono organismi relativamente fragili che crescono e si 
dividono in presenza di numerosi fattori di crescita. Riveste particolare 
importanza dunque la fase pre-analitica, in quanto, essendo questi 
organismi particolarmente sensibili all’essiccamento, si dovrebbe sempre 
utilizzare un terreno di trasporto. Essi sono anaerobi facoltativi, che 
richiedono steroli; metabolizzano zuccheri o arginina (Mycoplasma hominis) 
o urea (Ureaplasma) per produrre energia. Il tipo di terreno più utilizzato è 
l’agar A7, che contiene siero, peptoni, estratto di lievito e vitamine; è un 
terreno carente in zuccheri, ma che contiene urea e arginina come fonti 
energetiche. Il terreno è selettivo grazie all’aggiunta di antibiotici e farmaci 
antimicotici, che inibiscono la crescita di batteri gram negativi e gram 
positivi e di funghi. L’aggiunta di solfato di magnesio comporta 
l’assunzione di un colore nero da parte delle colonie di Ureaplasma in 
presenza di urea. Mycoplasma hominis e gli Ureaplasma possono essere 
identificati attraverso l’analisi morfologica delle colonie (Figura 8): mentre 
le colonie di M. hominis sono più grandi e assumono una particolare forma 
a “uovo fritto” (con una parte centrale otticamente più densa ed un anello 
periferico translucido), quelle degli Ureaplasma sono piccole, hanno una 
colorazione scura e una forma cosiddetta “a riccio di mare”. 
 
Figura 8a: colonie di M.hominis con la particolare forma a 
“uovo fritto”. 
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Figura 8b: colonie di Ureaplasma con il caratteristico 
precipitato nero e la forma a “riccio di mare”. 
 
  
Negli ultimi anni sono stati introdotti in commercio dei kits che 
contengono, già pronti all’uso, tutti i terreni occorrenti per la coltura e 
l’identificazione dei micoplasmi urogenitali permettendo così anche ai 
laboratori non specializzati la ricerca di questi microrganismi. 
Generalmente si tratta di microgallerie i cui pozzetti contengono substrati 
adatti alla crescita. L’identificazione viene effettuata sulla base della 
sensibilità agli antibiotici di profilo o delle caratteristiche biochimiche, 
mentre la conta batterica si basa sull’inibizione della cinetica enzimatica. 
Non bisogna inoltre dimenticare che alcuni di questi sistemi permettono 
anche di valutare la resistenza ad alcuni antibiotici e che prolungando 
l’incubazione a 48-72 ore si possono evidenziare conte batteriche basse.  
 NAATs: le tecniche di amplificazione genica con PCR costituiscono, in 
pratica, l’unico strumento diagnostico per la rilevazione di M. genitalium. 
Anche per l’identificazione di M. hominis e per gli Ureaplasma sono 
disponibili in commercio una vasta gamma di kit che prevedono la 
rilevazione di questi organismi attraverso l’amplificazione di specifiche 
sequenze geniche e che permettono la distinzione ulteriore dei due 
ureoplasmi U. urealyticum e U. parvum. L’utilizzo di queste metodiche 
presenta, nei confronti delle classiche metodiche colturali, diversi vantaggi, 
tra i quali: 
 Maggiore sensibilità diagnostica: numerosi studi hanno infatti 
dimostrato un aumento della sensibilità statisticamente significativo 
sia in campioni genito-urinari, come tamponi cervicali e uretrali, sia 
in campioni di tipo respiratorio derivanti da neonati (Teng et al., 
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1994; Abele-Horn et al., 1996; Luki et al., 1998; Stellrecht et al., 2004; 
Amirmozafari et al., 2009); 
 Maggiore rapidità: l’analisi attraverso tecniche di biologia 
molecolare permettono di ottenere l’identificazione in poche ore, 
contro i 3-7 giorni delle tecniche colturali; 
 Analisi multiple: attraverso la messa a punto di multiplex-PCR lo 
stesso campione può essere analizzato, nella stessa seduta, per la 
presenza di più organismi, attraverso l’utilizzo di primer specifici 
per ogni patogeno. In questo caso particolare attenzione deve essere 
posta nello studio di eventuali fenomeni di cross-reattività; 
 Possibilità di quantificazione: con il recente sviluppo delle nuove 
metodiche di Real Time PCR è possibile quantificare il numero di 
copie genomiche presenti nel campione, attraverso il monitoraggio 
in tempo reale della quantità di amplificato prodotto e la sua 
correlazione con la contemporanea amplificazione di standard a 
concentrazioni note. L’utilizzo di questa specifica tecnica permette di 
accorciare ulteriormente i tempi diagnostici ed una maggiore 
automazione dell’intero processo. 
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SCOPO DELLA TESI 
 
Il nostro lavoro, svoltosi nell’arco di tre anni, dal gennaio 2008 al gennaio 2011, si 
compone essenzialmente di tre studi, condotti all’interno del laboratorio di 
Biologia Molecolare dell’usl 3 di Pistoia, volti all’indagine della diffusione e della 
prevenzione delle principali malattie sessualmente trasmesse (MST) sul territorio: 
 
Studio Pilota MST (1afase): Nel periodo gennaio 2008 – gennaio 2009 nel 
laboratorio di Biologia Molecolare, in collaborazione con il laboratorio di 
Microbiologia, è stata messa a punto una metodica di multiplex–PCR in grado di 
rilevare, contemporaneamente, la presenza in un campione di tipo cervicale di C. 
trachomatis, N. gonorrhoeae, M. hominis e Ureaplasma spp. La metodica è stata 
validata su 300 campioni cervicali di donne afferenti al laboratorio di 
Microbiologia e sensibilità e specificità sono state valutate in confronto alle 
metodiche di routine in uso nel laboratorio per gli stessi patogeni, cioè metodi 
colturali per N. gonorrhoeae, M. hominis e Ureaplasma spp, metodica di 
amplificazione SDA per C. trachomatis. I risultati ottenuti sono stati analizzati allo 
scopo di: 
 valutare la sensibilità/specificità dei metodi NAATs nei confronti delle 
metodiche classiche 
 Valutare le frequenze riscontrate per queste MST, divise anche per fasce di 
età 
 Valutare la frequenza delle coinfezioni. 
 
Studio MST (2a fase): Nel 2010 sono state introdotte nel nostro laboratorio, come 
metodiche di routine per la rilevazione delle principali MST, test di diagnosi 
molecolare basate su Real-time PCR. In particolare, ad oggi è in uso: il test Artus 
C. trachomatis Plus RG PCR (Qiagen, Netherland) per la rilevazione di C. 
trachomatis; il test Neisseria Gonorrhoeae Real-Time PCR  (Diagenode 
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Diagnostics, Belgium) per la rilevazione di N. gonorrhoeae, con utilizzo del test 
CT/NG Real-Time Detection (Seegene, Korea) come test di conferma; i test 
Mycoplasma Hominis Real Time, Mycoplasma Genitalium Real Time e 
Ureaplasma Parvum/Urealyticum Real Time (Nuclear Laser Medicine S.r.l., Italy) 
per la rilevazione di M. hominis, M. genitalium, U. parvum e U. urealyticum. 933 
campioni (135 di urine, 110 di liquido seminale, 135 tamponi uretrali e 553 
tamponi cervicali) sono stati sottoposti all’analisi delle principali MST; 
l’adeguatezza del campione (presenza di adeguato numero di cellule per la 
diagnosi) è stata valutata attraverso l’amplificazione del gene umano HPRT1 
mediante il kit Cell Control r-gene (Argene S.r.l., Italy). Lo studio è stato condotto 
allo scopo di: 
 Valutare le frequenze delle principali MST, divise per fasce di età e per 
sesso 
 Valutare la sensibilità e la specificità della metodica Real-time PCR rispetto 
alla PCR classica e alle metodiche colturali 
 Valutare, sulla base della cellularità misurata, l’adeguatezza dei vari tipi di 
campioni e conseguentemente la sua influenza sulle sensibilità e specificità 
dei test. 
 
Studio HPV: Nel laboratorio di Biologia Molecolare, in collaborazione con l’U. O. 
Anatomia Patologica, è stato introdotto l’utilizzo dell’HPV DNA test per il triage 
delle donne che presentano citologia ASCUS (Cellule squamose atipiche di 
significato indeterminato) e per il follow-up delle donne trattate per lesioni di alto 
grado. Nel 2009, 1140 campioni Thin Prep derivanti da donne di età compresa tra i 
18 e i 70 anni, sottoposte a questo screening di secondo livello, sono stati sottoposti 
a ricerca e genotipizzazione di HPV mediante il test INNO-LiPA Genotyping 
Extra (Innogenetics Inc., Belgium) e contemporaneamente analizzati mediante 
citologia tradizionale. In caso di risultati discordanti (ad esempio: citologia con 
lesione di alto grado e HPV test negativo) o non interpretabili (ad esempio: 
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genotipizzazione dubbia) i campioni sono stati ulteriormente analizzati mediante 
il test INFINITI HPV Genotyping Assay (AutoGenomics, USA). La stessa analisi è 
stata svolta, in parallelo, sui 300 tamponi cervicali utilizzati per lo studio pilota 
MST, che rappresentano nel nostro studio la popolazione di screening primario. 
332 campioni Thin Prep dello screening secondario sono stati inoltre sottoposti ad 
analisi delle principali MST mediante multiplex-PCR home-made. Scopo di questo 
studio è stato: 
 Valutare la frequenza di positività all’HPV nelle due popolazioni, e 
verificare eventuali differenze nella distribuzione dei vari tipi di HPV nei 
due gruppi 
 Individuare le classi di età più colpite dall’infezione e verificare eventuali 
differenze fra le due popolazioni. 
 Valutare eventuali differenze nella distribuzione delle principali MST tra le 
due popolazioni e eventuali associazioni tra l’infezione da HPV e altri 
patogeni a trasmissione sessuale. 
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MATERIALI E METODI 
 
Popolazioni di studio e campioni 
 
Nel nostro lavoro sono state analizzate tre popolazioni di soggetti: 
Studio Pilota MST1: una popolazione di 300 donne, di età compresa tra i 18 e i 58 
anni, afferenti al laboratorio di Microbiologia nel periodo gennaio 2008 – gennaio 
2009, per l’analisi di infezione genitale da C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. hominis 
e Ureaplasma spp. Il campione dal quale è stato prelevato il DNA è il tampone 
cervicale con terreno di trasporto e-swab (Ada, Italy). 
Studio MST2: una popolazione di 933 individui, 306 uomini e 627 donne, afferenti 
al laboratorio di Microbiologia nel periodo gennaio 2010 – gennaio 2011, per 
l’analisi di infezione uro-genitale da C. trachomatis, N. gonorrhoeae, M. hominis, M. 
genitalium e Ureaplasma spp. I campioni consistono in: 135 urine, 110 liquidi 
seminali, 135 tamponi uretrali e 553 tamponi cervicali, da cui è stato estratto il 
DNA per la rilevazione dei patogeni. 
Studio HPV: una popolazione di 1140 donne, di età compresa tra i 18 e i 70 anni, 
afferenti all’U. O. Anatomia Patologica, che presentavano al Pap Test alterazioni 
citologiche di basso grado (L-SIL), di alto grado (H-SIL) o di significato 
indeterminato (ASCUS). Il campione analizzato, dal quale è stato estratto il DNA, 
è rappresentato dallo stesso tampone cervicale Thin Prep utilizzato per la 
contemporanea analisi citologica. 
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Estrazione del DNA 
 
Il DNA presente nei campioni è stato estratto mediante l’utilizzo del kit EZ1 DNA 
Tissue (Qiagen, Netherland) attraverso il quale, in seguito ad un primo passaggio 
nel quale 200 µl del campione vengono digeriti in 200 µl di un buffer di lisi 
contenente proteinasi K, il DNA viene estratto e purificato sfruttando il suo 
legame con particelle elettromagnetiche. La separazione finale DNA-particelle 
avviene mediante un magnete. I vari reagenti necessari per i passaggi di 
estrazione-purificazione sono sistemati su specifici supporti ed il processo è 
completamente automatizzato mediante l’utilizzo dello strumento BioRobot EZ1 e 
dell’apposita EZ1 Card (Qiagen, Netherland). Per una contemporanea ed 
indipendente esigenza del laboratorio di effettuare analisi di tipo virologico, 
durante lo studio MST2 è stato introdotto come nuovo metodo di estrazione il kit 
EZ1 Virus (Qiagen, Netherland), sempre automatizzabile grazie all’utilizzo dello 
strumento BioRobot EZ1 e dell’apposita EZ1 Card (Qiagen, Netherland). In 
questo caso, prima della digestione, i 200 µl di urina, tampone cervicale e-swab, 
tampone cervicale Thin Prep e tampone uretrale vengono pre-trattati con 200 µl di 
buffer ATL, mentre 120 µl di liquido seminale vengono pre-trattati con 280 µl di 
buffer ATL. Il principio del test è similare a quello precedente, ma permette 
l’estrazione, oltre che del DNA umano e batterico, anche di DNA e RNA virale, 
aspetto che ad ogni modo non ha influenza sul nostro studio. 
Il DNA estratto è stato eluito in un volume di 60 µl e conservato a -20°C fino 
all’analisi. 
 
Multiplex-PCR home-made 
 
Il DNA estratto dai 300 tamponi cervicali e-swab dello studio MST1 e da 332 
campioni relativi allo Studio HPV è stato sottoposto ad analisi per la rilevazione 
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delle principali malattie sessualmente trasmesse mediante una PCR multiplex 
messa a punto nel nostro laboratorio. 
I primers specifici usati per amplificare il genoma di quattro patogeni target (C. 
trachomatis, N. gonorrhoeae, M. hominis e Ureaplasma spp) e per il controllo interno 
sono stati sintetizzati dalla Eppendorf (Germany) e sono riportati nel dettaglio in 
Tabella 1. 
 
 
Tabella 1: primers utilizzati nella PCR multiplex. 
 
Inizialmente, per stabilire le condizioni ottimali della multiplex PCR, abbiamo 
eseguito PCR uniplex utilizzando DNA estratto da campioni postivi per ciascun 
patogeno forniti dal laboratorio di Microbiologia. La cross-reattività è stata testata 
su DNA estratto da ceppi liofilizzati di Gardnerella vaginalis, Candida albicans, 
Escherichia coli, Chlamydophila pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Neisseria 
meningitidis, Neisseria subflava, Neisseria flavescens e Neisseria sicca (Biomerieux 
Corp., France).  
Una volta ottimizzate le condizioni delle PCR uniplex, le condizioni finali per la 
multiplex PCR sono state settate su pool di DNA derivanti da campioni positivi 
contenenti tutti i patogeni target. Le reazioni di amplificazione sono state eseguite 
in un volume totale di 25 µl contenenti 2,5 µl di DNA estratto, 16 mM (NH4)2SO4, 
67 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.01% Tween 20, 2.5 mM dNTP (ciascuno), 2.5 MgCl2, 
2.5 U dell’enzima Taq polimerasi (Invitrogen, USA) e 10 µM di ciascuna coppia di 
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primers. Il profilo termico di reazione ottimale è stato il seguente: 1 ciclo a 94°C 
per 5 minuti, seguito da 40 cicli di denaturazione a 94°C per 30 secondi, annealing 
a 54 °C per 45 secondi ed estensione a 72°C per 45 secondi; alla fine 1 ciclo di 5 
minuti a 72°C.  
Gli amplificati sono stati visualizzati su gel di agarosio 3% arricchito con bromuro 
di etidio (Figura 9): il campione è stato considerato idoneo quando era presente la 
banda relativa al controllo interno. Ogni amplificazione è stata eseguita con 
l’aggiunta di un controllo negativo e un controllo positivo, costituito da un pool di 
DNA contenente tutti e quattro i patogeni.  
 
 
 
Figura 9: Esempio di gel ottenuto dopo amplificazione con PCR Multiplex MST. 
 
Metodiche di riferimento 
 
I 300 campioni testati mediante metodica PCR Multiplex home-made sono stati 
contemporaneamente sottoposti ad indagine mediante le metodiche utilizzate di 
routine nel laboratorio di Microbiologia. In particolare: 
 M. hominis e Ureaplasma spp: Terreno di coltura agar A7 (come già 
precedentemente illustrato) e Mycoplasma IST 2 (Biomerieux, France). 
Quest’ultimo consiste in un brodo di coltura ed una galleria composta da 
tre parti: identificazione, conta delle colonie e antibiogramma. La presenza 
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di substrati specifici (urea per Ureaplasma spp e arginina per M. hominis) e di 
un indicatore di viraggio del ph (rosso fenolo), permette in caso di coltura 
positiva, di visualizzare un cambiamento di colore del brodo conseguente 
all’aumento di pH. Oltre all’identificazione, il test fornisce in maniera 
semiquantitativa il numero di colonie presenti (>104 UFC/prelievo) e 
informazioni sulla suscettibilità/resistenza a 9 antibiotici. 
 N. gonorrhoeae: Terreno di coltura BBL GO Slide (BD, USA). Terreno 
arricchito con peptone, vitamine, amminoacidi, purine e pirimidine, oltre al 
glucosio come fonte energetica utilizzabile; vancomicina, colistina e 
trimetoprim inibiscono i batteri associati e la pimaricina inibisce i funghi. Il 
terreno viene incubato a 37°C per 48 ore in un’atmosfera ricca in CO2 
mediante aggiunta di apposita compressa. 
 C. trachomatis: BD ProbeTec (BD, USA). Il test si basa sulla tecnica SDA 
(strand displacement amplification), tecnica di amplificazione degli acidi 
nucleici in cui non sussistono i cicli termici della amplificazione 
tradizionale, in quanto, dopo la fase di annealing e la genesi 
dell’amplificato, il medesimo diventa stampo per lo sviluppo esponenziale 
del DNA, attraverso un intervento coordinato di enzimi comprendente una 
specifica azione litica ed una successiva azione polimerasica (Figura 10). La 
fase SDA esponenziale inizia con l'attacco del primer ad una regione 
specifica del plasmide criptico di C. trachomatis. La DNA polimerasi 
ricompone la doppia elica del target. Successivamente l'enzima di 
restrizione BsoBI, in un punto, taglia il filamento del DNA bersaglio 
modificato in modo che la DNA polimerasi da un lato sintetizzi un nuovo 
filamento e dall'altro sposti il filamento precedentemente sintetizzato. 
Amplificazione e rilevamento avvengono in tempo reale, con simultanea 
amplificazione e lettura dello sviluppo di fluorescenza.  
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Figura 10: Passaggi di 
amplificazione con 
tecnica SDA. (B1, B2: 
primer; S1, S2: sito di 
restrizione di BsoBI). 
 
 
 
Il rilevamento del DNA con sviluppo e lettura della fluorescenza e' 
possibile per la presenza di sonde specifiche con una struttura a forcina, 
collegati ai due fluorocromi Fluoresceina e Rodammina, e con una sequenza 
sito di riconoscimento dell'enzima di restrizione BsoBI (Figura 11). Quando 
la forcina e' intatta, l'eccitazione della Fluoresceina a 485 nm provoca 
emissione di fluorescenza a 525 nm. Tuttavia la Rodammina emette a 610 
nm cosicché lo strumento non può registrare la fluorescenza della 
Fluoresceina. Quando la SDA e' attiva e la struttura a forcina si attacca al 
bersaglio, le susseguenti attività polimerasiche portano alla distensione 
della forcina fino a renderla attaccabile dall'enzima di restrizione. L'attacco 
di tale enzima comporta la separazione dei due fluorocromi e la possibilità 
di rilevare la fluorescenza della Fluoresceina. Ogni minuto si verifica una 
lettura atta a fornire una cinetica in tempo reale degli ampliconi prodotti 
dalla SDA. 
Figura 11: Sviluppo della fluorescenza in seguito al 
taglio dell’enzima di restrizione BsoBI. Le parti colorate 
in blu sono sia le zone complementari che consentono 
alla sonda di assumere la sua particolare 
conformazione a forcina, sia sito di taglio per l’enzima. 
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PCR Real-Time 
 
Il DNA estratto dai 933 campioni dello studio MST2 è stato sottoposto all’analisi 
per le principali malattie sessualmente trasmesse attraverso metodiche di Real-
time PCR. 
Questa metodica, mediante l’aggiunta di intercalanti fluorescenti o sonde legate 
con fluorocromi, permette l’analisi in tempo reale della quantità di amplificato 
prodotto all’interno di ogni provetta: il termociclatore nel quale avviene la 
reazione di amplificazione è dotato di un lettore di fluorescenza, anche a più 
canali, che viene letta ad ogni ciclo. Lo sviluppo di fluorescenza indica quindi 
avvenuta amplificazione, senza l’utilizzo di altre tecniche di visualizzazione, come 
il gel di agarosio. Le sonde utilizzate possono essere di quattro tipi (Figura 12): 
 SONDE TAQMAN: sono dotate di due fluorofori diversi alle due estremità 
5’ e 3’, un fluoroforo reporter ed un fluoroforo quencher. La sonda è 
disegnata in modo da essere complementare ad una zona all’interno della 
regione amplificata. Quando la sonda è legata al suo target il fluoroforo 
quencher cattura i fotoni emessi dal reporter e la fluorescenza non viene 
rilevata. Quando la DNA polimerasi, che sta amplificando il frammento, 
raggiunge la sonda legata, con la sua attività 5’-3’ esonucleasica taglia la 
sonda: il reporter, staccato dal quencher, è ora in grado di emettere 
fluorescenza. La quantità di fluorescenza è quindi proporzionale alla 
quantità di amplificato prodotto. 
 SONDE FRET: è un sistema composto da due sonde, complementari a due 
regioni adiacenti, una legata ad un fluoroforo accettore ed una ad fluoroforo 
donatore. Quando le sonde non sono legate, i fluorofori non sono in grado di 
emettere fluorescenza; quando si ibridano al DNA complementare, e quindi 
si congiungono, i due fluorofori si trovano vicini, il fluoroforo donatore 
eccita il fluoroforo accettore che emette fluorescenza. 
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 SONDE BEACONS: sono sonde dalla particolare forma a forcina con legati 
all’estremità due fluorofori, un reporter e un quencher. Quando le sonde non 
sono legate i fotoni emessi dal reporter vengono catturati dal quencher e non 
emettono fluorescenza. Quando la sonda si ibrida al DNA complementare, 
la forcina si distende, i due fluorofori si allontanano e il reporter emette 
fluorescenza. 
 SONDE SCORPIONS:  è un primer con l’estremità 5’ legata ad una 
molecola simile ad una sonda Beacons. Durante la PCR, il primer Scorpions 
viene esteso e la sequenza specifica della sonda che forma l’ansa è in grado 
di legare la sequenza complementare che si trova all’interno dello stesso 
filamento di DNA. Come una sonda Beacons, l’ibridazione apre l’ansa e 
allontana il reporter dal quencher e si ha emissione di fluorescenza. 
 
 
Figura 12:  
A – sonda TaqMan  
B – sonda FRET  
C – sonda Beacons  
D – sonda Scorpions 
 (R: reporter, Q: quencer, 
R1: donatore, R2: 
accettore) 
 
 
 
Il termociclatore utilizzato nel nostro studio è il Rotorgene 6000 (Qiagen, 
Germany), dotato di 6 canali e di un rotore circolare che permette 
l’omogeneizzazione della temperatura in tutte le provette caricate. 
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Per l’analisi di M. hominis, M. genitalium, U. urealyticum e U. parvum sono stati 
utilizzati kit commerciali forniti dalla Nuclear Laser Medicine (Italy). I due kit 
MYCOPLASMA HOMINIS Real Time e MYCOPLASMA Genitalium Real 
Time prevedono l’amplificazione di una porzione genomica di M. hominis e M. 
genitalium, rispettivamente, e di un controllo interno di estrazione/amplificazione 
rappresentato da DNA artificiale, fornito nel kit, da aggiungere ad ogni campione 
prima della procedura di estrazione. 
L’avvenuta amplificazione del controllo interno indica la buona riuscita sia 
dell’estrazione che dell’amplificazione, ma non fornisce alcuna informazione 
sull’adeguatezza del campione in analisi. Due miscele di sonde, una 
complementare all’amplificato per M. hominis/M. genitalium e l’altra 
complementare al controllo interno, sono marcate con due fluorocromi diversi, la 
prima rilevabile sul canale Green (eccitazione a 470 ± 10 nm e rilevazione a 510 ± 5 
nm) e l’altra sul canale Yellow (eccitazione a 530 ± 5 nm e rilevazione a 557 ±  nm). 
Durante l’amplificazione le sonde si ibridano alle porzioni complementari ed 
emettono fluorescenza, che viene rilevata dallo strumento ad ogni ciclo. Al 
termine della reazione lo strumento fornisce l’analisi della fluorescenza per ogni 
canale per cui è stata richiesta la lettura, attraverso un grafico (Figura 13) che ha 
sulle ascisse il numero dei cicli e sulle ordinate la quantità di fluorescenza rilevata. 
In figura è rappresentato il segnale ottenuto da un campione positivo sul canale 
Green, dalla caratteristica forma sigmoidale: in seguito ad una prima fase di 
amplificazione in cui la crescita del segnale è molto bassa, col raggiungimento 
della fase esponenziale dell’amplificazione la fluorescenza aumenta in maniera 
costante, fino al raggiungimento di un plateau che coincide con la saturazione 
delle sonde e dei reagenti. Il controllo negativo (NTC: no template control), cioè la 
miscela di reazione contenente acqua al posto del DNA, darà come risultato una 
curva piatta, indice che nessuna fluorescenza è stata misurata, e quindi che 
nessuna amplificazione è avvenuta.  
55 
 
Un campione è considerato negativo quando si ottiene una curva piatta sul canale 
Green ed una curva di amplificazione sul canale Yellow; se nessuno dei due canali 
riporta un segnale di amplificazione significa che un errore durante l’estrazione o 
l’amplificazione è intervenuto, e quindi l’analisi per quel campione è stata 
ripetuta. 
 
 
Figura 13: curva 
ottenuta 
dall’amplificazione di 
un controllo positivo e 
di un controllo negativo 
mediante metodica real-
time. 
 
Il kit UREAPLASMA Parvum/Urealyticum Real Time prevede invece la 
contemporanea rilevazione dei due microrganismi Ureaplasma parvum e 
urealyticum mediante tre diverse miscele di sonde: una con lettura sul canale Green 
(complementare alla porzione genomica amplificata di U. parvum), una sul canale 
Yellow (complementare alla porzione genomica amplificata di U. urealyticum), 
mentre l’amplificazione del controllo interno è visualizzabile sul canale Orange 
(eccitazione a 585 ± 5 nm e rilevazione a 610 ± 5 nm). 
Per la rilevazione di C. trachomatis è stato utilizzato il kit artus C. trachomatis Plus 
RG PCR (Qiagen, Germany), che prevede l’amplificazione contemporanea di due 
target: una regione genomica all’interno del gene MOMP e una regione del 
plasmide criptico. 
Anche questo kit è dotato di un controllo interno della stessa natura del 
precedente: la master mix di amplificazione contiene una coppia di primer per la 
sua specifica amplificazione ed una miscela di sonde complementari il cui segnale 
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è rilevabile sul canale Yellow. Le sonde relative ai due amplificati di C. trachomatis 
sono entrambe marcate con un fluorocromo il cui segnale è rilevabile sul canale 
Green. L’interpretazione dei risultati è del tutto identica a quella dei precedenti 
test. 
Per la rilevazione di N. gonorrhoeae è stato utilizzato il kit Neisseria gonorrhoeae 
Real-Time PCR (Diagenode, Belgium): è dotato di primers in grado di amplificare 
due regioni genomiche del patogeno, una relativa al gene opa (di cui sono presenti 
11 copie all’interno del genoma del gonococco) e una relativa al gene PorA 
(proteina antigenica di membrana). Due miscele di sonde specifiche per questi 
amplificati sono marcate con un fluorocromo la cui fluorescenza è rilevabile sul 
canale Yellow. Anche questo kit prevede l’utilizzo di un controllo 
estrazione/amplificazione il cui segnale di amplificazione è rilevabile sul canale 
Green. 
I risultati ottenuti con questi ultimi due test sono stati confermati attraverso 
l’utilizzo del kit Anyplex CT/NG Real-time Detection (Seegene, Korea), in grado 
di rilevare contemporaneamente C. trachomatis e N. gonorrhoeae mediante 
l’amplificazione di due target per ciascun patogeno: una regione del plasmide 
criptico ed una porzione genomica del gene GyrB per C. trachomatis e i due geni 
porA e mngo (metilasi NgoPII) per N. gonorrhoeae. 
Il test è basato sull’utilizzo di particolari primers detti “primers DPO” (Figura 14): 
ognuno di essi consiste in due regioni legate insieme attraverso un ponte di 
polideossinosina che forma una struttura “a bolla”, a causa della sua temperatura 
di melting più bassa rispetto al resto del primer. 
 
Figura 14: struttura del primer DPO. 
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Il principio del test è illustrato in Figura 15: il ponte di Poli(I) abbassa 
notevolmente la temperatura di annealing del primer consentendo di disegnare 
primers lunghi almeno il doppio rispetto ad un primer tradizionale, mentre la 
struttura a bolla che si genera sul Poli(I) fa sì che il primer abbia maggior mobilità 
sul templato e quindi singoli mismatch a monte o a valle del ponte di Poli(I) sono 
sufficienti a staccare quella porzione di primer, non consentendo l’innesco della 
PCR (maggiore specificità).  
 
Figura 15: 
principio di 
funzionamento 
della PCR 
multiplex con 
utilizzo di 
primers DPO. 
 
Le sonde relative all’amplificato di C. trachomatis sono marcate con un fluoroforo 
rilevabile sul canale Orange, mentre quelle relative a N. gonorrhoeae sono rilevabili 
sul canale Green. Anche questo kit è dotato di un controllo interno della stessa 
natura dei precedenti, le cui sonde relative sono marcate con fluoroforo rilevabile 
sul canale Red (eccitazione a 625 ± 5 nm e rilevazione a 660 ± 10 nm).   
 
Ricerca di HPV e genotipizzazione  
 
I campioni relativi allo Studio HPV dopo estrazione sono stati sottoposti alla 
ricerca di HPV mediante il test INNO-LiPA HPV Genotyping Extra (Innogenetics, 
Belgium). Come precedentemente illustrato, il campione viene sottoposto ad una 
PCR classica utilizzando il set di primers SPF10, biotinilati, che hanno come target 
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una regione di 65 pb all’interno del gene L1. Contemporaneamente viene 
amplificato un frammento del gene umano HLA-DBP1, che serve come controllo 
interno di adeguatezza del campione. Gli amplificati vengono fatti ibridare con 
specifiche sonde legate ad una striscia di nitrocellulosa, e il loro legame viene 
visualizzato mediante l’aggiunta di una fosfatasi alcalina coniugata con 
streptavidina, che si lega alla biotina contenuta negli amplificati, e 
successivamente di un substrato cromogeno. Gli ibridi amplificati-sonde sono 
visualizzati sulla striscia di nitrocellulosa come illustrato in Figura 16. Il protocollo 
di amplificazione è stato eseguito seguendo le istruzioni del kit. I passaggi di 
ibridazione degli amplificati con le sonde è completamente automatizzato 
mediante l’utilizzo dello strumento Auto-Lipa (Innogenetics, Belgium). Il 
campione analizzato risulta HPV negativo quando sulla striscia compare la banda 
del controllo del coniugato e del gene umano (che devono sempre essere presenti) 
ma nessuna banda relativa al DNA di HPV. Se le due bande di controllo non sono 
presenti significa che il processo di ibridazione non è avvenuto correttamente (se 
manca la banda del coniugato) o che il campione era inadeguato per scarsità di 
cellule, concentrazione troppo elevata del DNA, presenza di inibitori o errata 
estrazione (se manca la banda del gene umano). L’interpretazione dei risultati 
positivi viene effettuata attraverso il confronto della combinazione di bande 
ottenute nel test e l’apposito manuale, nel quale è descritta la correlazione tra le 
bande (numerate) e il tipo di HPV. In questo modo sono rilevabili 28 tipi di HPV, 
18 ad alto rischio (16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82), 7 
a basso rischio (6, 11, 40, 43, 44, 54, 70) e 3 il cui grado di rischio non è ancora stato 
ben definito (69, 71, 74).  
Attraverso questa metodica è possibile rilevare anche le coinfezioni; tuttavia, a 
volte, il pattern di bande relativo ad un tipo di HPV si sovrappone con un altro, e 
non è possibile identificare con sicurezza il tipo di HPV presente. In questo caso il 
campione è stato sottoposto ad una ulteriore analisi con il test INFINITI HPV 
Genotyping Assay (AutoGenomics, USA). 
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Figura 16: striscia di INNO-LiPA HPV Genotyping Extra 
come risulta dopo l’ibridazione con gli amplificati. Nella 
striscia a sinistra, con la sola banda 3 colorata, si tratta di 
un HPV-16; nella striscia al centro, in cui è presente 
anche la banda 11, si tratta di una coinfezione HPV-16 e 
HPV-35. 
  
 
Questo tipo di analisi è stata effettuata anche per quei campioni il cui risultato con 
il test INNO-LiPA HPV Genotyping Extra era discordante con l’analisi citologica, 
che è stata effettuata in concomitanza dagli operatori dell’U. O. Anatomia 
Patologica. Il test consiste in una prima PCR che utilizza un set di primers con 
target una regione del gene E1 del virus. Come controllo interno è presente una 
coppia di primer diretti verso una porzione del gene della β-globina umana. I 
passaggi seguenti sono completamente automatizzati attraverso l’utilizzo dello 
strumento INFINITI Analyzer (AutoGenomics, USA) e prevedono: 
 L’incorporazione di nucleotidi fluorescenti mediante l’estensione dei 
primer presenti nella miscela, grazie all’aggiunta di dCTP marcata con un 
fluorocromo 
 L’ibridazione della miscela fluorescente con un microarray sul quale sono 
state spottate sonde complementari alle specifiche porzioni del virus di cui 
è prevista l’amplificazione   
 Lettura del segnale fluorescente attraverso uno scanner e analisi dei 
risultati. Ad ogni spot del microarray corrisponde una sonda specifica; lo 
strumento, leggendo la combinazione dei segnali fluorescenti, li elabora e 
fornisce come risultato il tipo di HPV presente nel campione. Se gli unici 
60 
 
spot accesi corrispondo al controllo interno, mentre tutti gli spot relativi ad 
HPV sono spenti, il campione risulta negativo. Rispetto al test INNO-LiPA 
è in grado di rilevare anche l’HPV ad alto rischio di tipo 67 e gli HPV a 
basso rischio di tipo 30, 34 e 85; non rileva invece gli HPV a basso rischio di 
tipo 40, 43, 44 e 54 e gli HPV di grado non determinato di tipo 71 e 74. 
 
Controllo di cellularità 
 
Per verificare l’adeguatezza dei campioni dello studio MST2 è stato utilizzato il kit 
Cell Control r-gene (Argene S.r.l., Italy), che consiste in una metodica di PCR 
quantitativa attraverso la quale viene amplificata una porzione del gene umano 
HPRT1. Al fine di confrontare la cellularità presente nei tamponi cervicali e-swab 
rispetto ai tamponi Thin Prep, la stessa analisi è stata condotta anche sui 332 
campioni appartenenti alla popolazione di screening secondario dello Studio HPV 
sottoposti ad analisi per le MST batteriche. 
In ogni seduta di amplificazione dei campioni sono stati contemporaneamente 
amplificati tre standard, a concentrazioni note: lo standard QS1, fornito nel kit, 
contenente 10.000 copie/µl del gene HPRT1; lo standard QS2, anch’esso fornito nel 
kit, contenente 1.000 copie/µl; lo standard QS3, ottenuto attraverso una diluizione 
1:10 dello standard QS2, contenente quindi 100 copie/µl. Poiché alla master mix di 
amplificazione vengono aggiunti 5 µl di campione o di standard, la miscela finale 
di reazione contiene 50.000 copie del gene (corrispondente a 25.000 cellule) per lo 
standard QS1, 5.000 copie (corrispondente a 2.500 cellule) per lo standard QS2, e 
500 copie (corrispondente a 250 cellule) per lo standard QS3. 
Al termine della corsa viene fornita dallo strumento una curva standard, avente 
sulle ordinate il Ct (ciclo di PCR al quale l’amplificazione inizia la sua fase 
esponenziale – Figura 17) e sulle ascisse la corrispondente quantità di cellule di 
partenza (50.000 per QS1, 5.000 per QS2, 500 per QS3).  
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Figura 17: Grafico relativo 
all’amplificazione di uno 
standard: per Ct si intende il 
ciclo al quale l’amplificazione 
inizia la sua fase esponenziale 
(indicato dalla freccia). 
 
 
Per interpolazione dei tre punti il software dello strumento fornisce una retta che 
mette in correlazione il Ct ottenuto e la relativa quantità di cellule di partenza; 
quindi al Ct ottenuto per ogni campione della seduta si può associare, per 
interpolazione sulla retta, la concentrazione iniziale delle cellule. 
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RISULTATI  
 
Studio pilota: valutazione delle frequenze delle principali malattie 
sessualmente trasmesse 
 
Nei 300 campioni di tamponi cervicali dello studio pilota il numero dei casi 
positivi e la frequenza riscontrata per ciascun patogeno attraverso l’utilizzo delle 
varie metodiche è mostrata in Tabella 2 (A: casi positivi; B: frequenza) e nel 
Grafico 1A. I patogeni più frequentemente riscontrati sono rappresentati dalle 
specie Ureaplasma, con una frequenza che varia, a seconda della metodica 
utilizzata, dal 13% al 41,67%. M. hominis è stato rilevato nel 2,67-11,33% dei casi 
analizzati, C. trachomatis nel 4-5,67%, N. gonorrhoeae nell’1,33-7,33%. La metodica 
meno sensibile per tutti i patogeni indagati è risultata quella colturale, con una 
sensibilità che varia dal 24% per M. hominis al 33% per N. gonorrhoeae (Tabella 3), 
considerando come metodica “gold standard” per ogni patogeno la PCR real-time. 
Per C. trachomatis tutte le tecniche utilizzate mostrano una buona sensibilità 
diagnostica, mentre per Ureaplasma spp. e M. hominis le metodiche di tipo 
molecolare mostrano una sensibilità nettamente maggiore rispetto a quelle 
colturali. Per N. gonorrhoeae la PCR multiplex home-made ha mostrato una 
specificità ridotta rispetto alla metodica colturale e alla Real-Time PCR (96%).  
Dall’analisi degli antibiogrammi ottenuti mediante il kit Mycoplasma IST 2 
effettuati sui 72 campioni positivi per Ureaplasma spp. e sui 15 campioni positivi 
per M. hominis, l’antibiotico che ha mostrato un maggiore grado di sviluppo di 
resistenza risulta la ciprofloxacina, con una percentuale del 34,3% dei patogeni 
sensibili e il 14,3% completamente resistenti, seguito dall’ofloxacina (per cui il 
63,9% dei batteri sono sensibili) e l’eritromicina (77,8% dei batteri sensibili e 
l’11,1% resistenti). Soltanto per la josamicina e la pristinamicina i batteri 
presentano una sensibilità del 100% (Grafico 1B).  
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Tabella 2: A- numero di casi positivi riscontrati nei campioni dello studio pilota 
relativo a ciascun patogeno; B- frequenza relativa. 
 
 
Tabella 3: confronto delle sensibilità diagnostiche relative a ciascuna metodica 
utilizzata. 
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Valutazione delle frequenze mediante metodica Real-Time: 
confronto tra diversi tipi di campione 
 
Le frequenze riscontrate mediante utilizzo della metodica Real-Time PCR nei 933 
campioni analizzati (553 tamponi cervicali, 135 tamponi uretrali, 135 urine e 110 
liquidi seminali) sono mostrate nel Grafico 2A (relativo ai soggetti di sesso 
maschile) e nel Grafico 2B (relativo ai soggetti di sesso femminile). 
Nei soggetti di sesso maschile i patogeni più frequenti sono rappresentati da C. 
trachomatis (rilevata nel 15,69% dei casi) e da U. parvum (rilevato nel 14,38% dei 
casi). C. trachomatis viene più frequentemente riscontrata nei tamponi uretrali 
(23,58%), mentre a più bassa frequenza nelle urine (5,56%). U. parvum viene invece 
più frequentemente riscontrato nel liquido seminale (18,18%), mentre la frequenza 
riscontrata nei tamponi uretrali e nelle urine è similare (12,26% e 12,22% 
rispettivamente).  
U. urealyticum, M. hominis e M. genitalium sono rilevati rispettivamente nel 6,21%, 
5,56% e 3,27% dei casi. Mentre per U. urealyticum le frequenze riscontrate nei vari 
tipi di matrici sono paragonabili, M. hominis sembra più facilmente rilevabile nel 
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liquido seminale (8,18%) e M. genitalium nei tamponi uretrali (6,6%). Nessun caso 
positivo a M. genitalium è stato rilevato nei campioni di urine. 
Nei soggetti di sesso femminile il patogeno più frequente in tutte le matrici 
analizzate è rappresentato da U. parvum, rilevato nel 34,29% dei casi totali. 
L’infezione da C. trachomatis è presente nel 5,1% dei casi, con una positività 
massima rilevabile nei tamponi cervicali (5,42%) e minima nelle urine (2,22%). U. 
urealyticum e M. hominis presentano una frequenza globale del 10,53% e del 10,37% 
rispettivamente; nessuna infezione da U. urealyticum è stata riscontrata nei 
campioni di urine, mentre per M. hominis la matrice che presenta la più bassa 
frequenza di infezione risulta il tampone uretrale (3,45%). 
Il patogeno meno frequente risulta essere M. genitalium (1,75% dei casi totali), con 
una frequenza massima rilevabile nei tamponi uretrali (3,45%) e nessuna infezione 
riscontrabile nelle urine. 
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Valutazione delle coinfezioni: nei 933 campioni analizzati mediante metodica 
Real-Time PCR è stata riscontrata una correlazione statisticamente significativa tra 
le infezioni causate da M. hominis, U. urealyticum e U. parvum (p < 0.005 con test del 
χ2– Tabella 4). 
Il 43,53% dei campioni positivi a U. urealyticum presentano anche un’infezione da 
U. parvum ed il 18% da M. hominis, contro una percentuale generale di infezione 
del 27,76% e 8,79% rispettivamente. 
Il 41,46% dei campioni positivi a M. hominis presenta anche un’infezione da U. 
parvum; il 19,51% presenta invece una coinfezione con U. urealyticum, mostrando 
una frequenza doppia rispetto alla percentuale globale del 9,11%. 
L’analisi dei dati rivela anche una correlazione statisticamente significativa tra i 
due patogeni C. trachomatis e M. genitalium (p < 0.025): il 23,81% dei campioni 
positivi a M. genitalium presentano una contemporanea infezione di C. trachomatis, 
contro una percentuale globale di infezione da chlamydia dell’8,57%. 
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  Tabella 4: analisi statistica delle coinfezioni con relativo valore del χ2 e relativa 
probabilità associata. 
 
Valutazione delle frequenze di infezione in relazione all’età: tra i soggetti di 
sesso maschile non è stata riscontrata nessuna correlazione statisticamente 
significativa con l’età per nessuno dei patogeni indagati (Tabella 5A). 
L’infezione da C. trachomatis tende comunque ad essere più elevata nella fascia di 
età 23-32 anni (Grafico 3A), con il 50% dei soggetti analizzati che presentano il 
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patogeno (15 casi positivi su 30). Questa fascia di età presenta anche la maggiore 
frequenza (30%) relativa a U. parvum, con 9 casi positivi su 30, e a M. genitalium 
(20%) con 6 casi positivi su 30. 
Tra i soggetti di sesso femminile è stata invece riscontrata un’associazione 
statisticamente significativa (p < 0.005) tra infezione da C. trachomatis ed età 
(Tabella 5B): il 10,94% dei soggetti di età compresa tra i 23 ed i 32 anni risultano 
positivi al patogeno (17 casi positivi su 155), contro un tasso globale del 5,10% (32 
casi positivi totali su 627 soggetti sottoposti ad analisi). 
Altra associazione statisticamente significativa è mostrata in relazione all’infezione 
da U. urealyticum (p < 0.05): sia i soggetti con età inferiore ai 23 anni (11 casi 
positivi su 51, con un tasso di infezione del 21,62%), sia i soggetti con età compresa 
tra i 23 ed i 32 anni (19 casi positivi su 155, con un tasso di infezione del 12,23%) 
mostrano una frequenza significativamente aumentata rispetto al tasso globale del 
10,53% (66 casi positivi totali su 627 soggetti sottoposti ad analisi). 
Le infezioni da U. parvum, M. hominis e M. genitalium non mostrano una 
significativa variazione delle frequenze rispetto al tasso globale (Grafico 3B). 
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Tabella 5A: correlazione statistica tra infezione ed età per ciascun patogeno, con 
relativi valori del χ2 e probabilità associata – soggetti di sesso maschile. 
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Tabella 5B: correlazione statistica tra infezione ed età per ciascun patogeno, con 
relativi valori del χ2 e probabilità associata – soggetti di sesso femminile. 
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Infezione da HPV: confronto tra screening primario e screening 
secondario 
 
I risultati ottenuti mediante rilevazione e genotipizzazione di HPV dei 300 
campioni di screening primario e dei 1140 campioni di screening secondario sono 
illustrati in Tabella 6, dove sono mostrati i relativi risultati sulla base dell’analisi 
citologica. 
Le due popolazioni di studio, come atteso, presentano una differenza 
statisticamente significativa nella frequenza dell’infezione da HPV (17,33% nello 
screening primario contro il 51,14% dello screening secondario, p < 0.005); inoltre 
si rileva una differenza statisticamente significativa nella distribuzione della 
frequenza dei vari tipi di HPV (p < 0.05, Tabella 7). Mentre non si rileva una 
grossa differenza, tra gli HPV positivi, nella percentuale di HPV ad alto rischio tra 
le due popolazioni, la popolazione di screening secondario mostra una frequenza 
degli HPV a rischio intermedio doppia rispetto alla popolazione di screening 
primario (26,07% e 13,46% rispettivamente, Grafico 4) e una frequenza degli HPV 
a basso rischio quasi dimezzata (6% e 11,54% rispettivamente). 
 
 
Tabella 6: Casi positivi ad HPV rilevati nelle due popolazioni in studio, con 
relativa genotipizzazione e analisi citologica. 
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Tabella 7: analisi statistica della distribuzione dei vari tipi di HPV nelle due 
popolazioni di studio. 
 
 
Come mostrato in Tabella 8, in entrambe le popolazioni il genotipo più frequente 
è l’HPV-16: rappresenta il 34,62% dei casi positivi nello screening primario (18 casi 
di HPV-16 su 52 HPV +) e il 20,93% nello screening secondario (122 casi su 583); 
mentre nello screening primario il secondo genotipo più frequente è l’HPV-18 
(9,62%; 5 casi su 52 positivi), nella popolazione di screening secondario è 
rappresentato dall’HPV-52 (15,09%), seguito dall’HPV-66, genotipo a rischio 
intermedio che copre da solo il 12,52% delle infezioni, mentre nello screening 
primario rappresenta soltanto il 3,85%. 
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Tabella 8: Genotipi di HPV rilevati nelle due popolazioni di studio con relativa 
frequenza (calcolata sui positivi). 
 
Infezione da HPV in relazione all’età: confronto tra screening primario e 
secondario 
Nella popolazione di screening primario la distribuzione della frequenza 
dell’infezione da HPV mostra una significativa variazione in relazione all’età dei 
soggetti sottoposti ad analisi (p < 0.05, Tabella 9). In particolare i soggetti di età 
compresa tra i 18 ed i 22 anni mostrano una frequenza dell’infezione pari al 33,3% 
e quelli di età compresa tra i 23 ed 28 anni pari al 36,7%, con una prevalenza 
dell’infezione doppia rispetto alla frequenza globale del 17,33%. 
Anche la popolazione di screening secondario mostra una significativa variazione 
della frequenza in relazione all’età (p < 0.025, Tabella 10); tuttavia i soggetti nei 
quali è riscontrata la maggiore frequenza dell’infezione (60% contro una frequenza 
globale del 51,14%) sono quelli di età compresa tra i 28 ed  i 32 anni.  
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Il confronto tra la distribuzione della frequenza dell’infezione nelle due 
popolazioni è mostrata nel Grafico 5. 
 
Tabella 9: analisi statistica della distribuzione della frequenza dell’infezione da 
HPV in relazione all’età – screening primario. 
 
Tabella 10: analisi statistica della distribuzione della frequenza dell’infezione da 
HPV in relazione all’età – screening secondario. 
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Valutazione delle coinfezioni di HPV con altre malattie sessualmente trasmesse 
332 campioni appartenenti alla popolazione di screening secondario sono stati 
analizzati mediante metodica multiplex PCR per la rilevazione delle principali 
MST batteriche. 
Le frequenze riscontrate, in confronto a quelle rilevate nella popolazione di 
screening primario mediante la stessa metodica, sono mostrate nel Grafico 6. 
Tra le due popolazioni è stata osservata una differenza statisticamente 
significativa (Tabella 11), oltre che nella frequenza dell’infezione da HPV, anche 
nella frequenza relativa all’infezione da C. trachomatis (p < 0.05), più elevata nello 
screening primario, e da Ureaplasma spp. (p < 0.005), più elevata nello screening 
secondario. 
Inoltre, l’infezione da HPV nello screening secondario mostra una correlazione 
statisticamente significativa (p < 0.05, Tabella 12) con l’infezione da Ureaplasma 
spp., mentre nello screening primario l’infezione virale sembra correlata con 
l’infezione da N. gonorrhoeae (p < 0.01, Tabella 13). 
Nessun’altra correlazione significativa è stata riscontrata con gli altri patogeni 
batterici analizzati. 
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Tabella 11: analisi statistica delle frequenze per le principali MST rilevate nelle 
due popolazioni in studio. 
 
 
 
 
Tabella 12: analisi statistica delle coinfezioni rilevate nella popolazione di 
screening primario. 
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Tabella 13: analisi statistica delle coinfezioni rilevate nella popolazione di 
screening secondario. 
 
Valutazione dell’idoneità del campione: il controllo di cellularità 
 
I risultati ottenuti mediante utilizzo del kit Cell Control r-gene (Argene S.r.l., 
Italy) sono illustrati nella Tabella 14, nella quale sono mostrate le cellularità medie 
ottenute per ciascun tipo di campione, la variazione standard, l’errore standard e 
l’intervallo di confidenza al 95%. Il cut-off proposto in tabella equivale a circa il 
10% della numerosità cellulare media ottenuto per quel tipo di campione. 
La cellularità media massima è stata ottenuta nei campioni derivanti dai tamponi 
cervicali e dai tamponi Thin Prep, mentre i campioni a densità cellulare più bassa 
sono quelli di tipo urinario. Utilizzando il cut-off proposto, la percentuale dei 
campioni non idonei è intorno al 24-25% per i tamponi Thin Prep e per le urine, 
mentre per i tamponi cervicali è rappresentata dal 18,63%, che hanno una 
cellularità media più bassa rispetto ai tamponi Thin Prep ma che presentano una 
variabilità più alta (Grafico 7). 
La percentuale dei campioni non idonei più bassa si riscontra nei tamponi uretrali, 
che risulta del 7,41%. 
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Tabella 14: Valori di cellularità media, deviazione standard, errore standard e 
intervallo di confidenza al 95% ottenuti per ogni tipo di campione. A: cellularità 
relativa alla miscela di PCR con relativa percentuale di campioni non idonei 
secondo il cut-off proposto; B: cellularità totale relativa al prelievo. 
 
 
Per valutare un’eventuale differenza nella distribuzione delle frequenze dei 
patogeni in relazione alla cellularità del campione, per i tamponi cervicali sono 
state confrontate le positività a C. trachomatis (patogeno intracellulare) e a U. 
parvum (patogeno di superficie ad alta frequenza) nei campioni considerati idonei 
e non idonei a tre livelli di cut-off: 1500 cell/PCR, 1000 cell/PCR e 500 cell/PCR 
(Tabella 15). 
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Per C. trachomatis non è stata rilevata alcuna differenza statisticamente 
significativa tra campioni a cellularità maggiore o minore rispetto al cut-off 
considerato, per nessuno dei cut-off proposti. Per U. parvum, al contrario, è stata 
rilevata una differenza (p < 0.005) a partire dal cut-off di 1000 cell/PCR: i campioni 
che si trovano al di sotto del cut-off presentano infatti una positività più bassa 
rispetto a quelli che si trovano al di sopra, presupponendo quindi la presenza, nei 
campioni con cellularità inferiore al cut-off, di falsi negativi. Questa differenza non 
è riscontrabile quando il cut-off è posto a 1500 cell/PCR, benché i campioni al di 
sotto del cut-off presentino una positività lievemente più bassa (Grafico 8). 
 
 
Tabella 15: analisi statistica della differenza nella distribuzione della positività a 
C. trachomatis e U. parvum in relazione al cut-off nei tamponi cervicali. 
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La stessa analisi condotta sui campioni uretrali derivanti da soggetti maschi non 
ha messo in evidenza nessuna differenza statisticamente significativa, per nessuno 
dei due patogeni e per nessuno dei tre cut-off analizzati, che sono stati 1000 
cell/PCR, 750 cell/PCR e 500 cell/PCR (Tabella 16). Tuttavia si può notare, per U. 
parvum, una relativa diminuzione della positività riscontrabile nei campioni al di 
sotto del cut-off al diminuire della soglia di cut-off (Grafico 9). 
 
Tabella 16: analisi statistica della differenza nella distribuzione della positività a 
C. trachomatis e U. parvum in relazione al cut-off nei tamponi uretrali dei soggetti 
maschi. 
82 
 
 
Per quanto riguarda i campioni di urine dei soggetti maschi, non è stata 
riscontrata una differenza significativa della distribuzione della frequenza di 
positività nei campioni al di sopra e al di sotto del cut-off, per nessuno dei due 
patogeni analizzati e per nessuno dei due cut-off proposti (300 cell/PCR e 150 
cell/PCR, Tabella 17). Tuttavia, come per i tamponi uretrali, i campioni al di sotto 
del cut-off mostrano una tendenza ad avere una positività più bassa rispetto ai 
campioni con cellularità maggiore (Grafico 10) e nei campioni con cellularità 
inferiore alle 150 cell/PCR nessuno dei due patogeni è stato rilevato. 
I campioni di urine delle femmine, invece, mostrano una differenza 
statisticamente significativa nella frequenza di positività a U. parvum (p < 0.05) al 
di sopra e al di sotto del cut-off a 300 cell/PCR (Tabella 17). Per quanto concerne la 
positività a C. trachomatis, essendo soltanto uno il campione positivo rilevato in 
questa tipologia di campione, l’analisi statistica è  influenzata dalla bassa positività 
globale che manifesta questa tipologia di campione nel complesso. Come per i 
soggetti maschi nessuno dei due patogeni è stato rilevato nei campioni con 
cellularità inferiore alle 150 cell/PCR. 
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Tabella 17: analisi statistica della differenza nella distribuzione della positività a 
C. trachomatis e U. parvum in relazione al cut-off nelle urine. 
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Correlazione tra cellularità del campione e carica batterica: dall’analisi effettuata 
sui campioni cervicali positivi a U. parvum non risulta un’associazione significativa 
tra la cellularità del campione e la carica batterica. Il Grafico 11 mostra i valori di 
Ct ottenuti mediante amplificazione con il kit UREAPLASMA 
Parvum/Urealyticum Real Time sul canale Green (relativo a U. parvum) messi in 
relazione con i relativi valori di Ct  ottenuti per lo stesso campione analizzato 
mediante il kit Cell Control r-gene. Benché si possa notare una certa tendenza di 
diminuzione del Ct  per U. parvum (corrispondente ad una carica batterica più alta) 
al diminuire del Ct  relativo alla cellularità (corrispondente ad una numerosità 
cellulare più alta) il coefficiente di correlazione lineare non è significativo 
(R2=0,0467). 
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DISCUSSIONE 
 
Anche per la diagnostica microbiologica, come per altri settori quali quello della 
diagnostica oncologica, la biologia molecolare si sta affermando sempre di più.  Le 
varie tecniche di biologia molecolare consentono, con una  maggiore sensibilità, di 
rilevare la presenza di agenti patogeni virali, batterici e micotici in campioni 
biologici, in alcuni casi sostituendo le metodiche tradizionali, in altri 
aggiungendosi alle stesse. In questi ultimi anni, poi,  il settore molecolare 
applicato alla diagnostica delle principali MST è stato fra quelli che ha avuto 
maggiore sviluppo sia come entità di test introdotti sul mercato sia come 
evoluzione tecnologica. Molti sono anche i test introdotti che ricercano con una 
PCR multiplex patogeni che non sono del tutto appropriati. A tal proposito, nelle 
strategie aziendali di razionalizzazione di spesa, si guarda alla riduzione degli 
esami  e l’attenzione prestata dai professionisti all’appropriatezza degli esami non 
è mai sufficiente. Ad esempio, esiste numerosa letteratura scientifica che mette in 
evidenza come il test HPV, utilizzato nella gestione degli ASCUS, nel follow-up 
delle pazienti conizzate ed anche come test aggiuntivo al pap-test (validato per 
donne con età superiore ai 30 anni) permetta un ritorno economico in quanto 
riduce il ricorso a colposcopie e permette di rilevare un maggior numero di lesioni 
intraepiteliali con un loro trattamento più precoce (Myrans et al., 2007).  Nelle 
strategie aziendali di razionalizzazione della spesa ancor più attenzione si deve 
prestare all’introduzione dei nuovi test di biologia molecolare che possono portare 
ad un rapporto costo/beneficio inappropriato se non vengono valutati 
attentamente in termini di: a) qualità analitica e ricaduta clinica per il paziente; b) 
organizzazione dell’attività diagnostica (service dedicati per singolo patogeno 
piuttosto che piattaforme integrate per rilevazione di più patogeni con PCR 
multiplex e/o simultanee); c) appropriatezza del test (utilizzo di metodiche a 
singolo e/o doppio target e, soprattutto, PCR per patogeni singoli e/o multiplex). 
Numerose sono le metodiche NAATs, considerate il “gold standard”, validate ed 
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automatizzate su piattaforma dedicata, per la ricerca di C. trachomatis (Muller et al., 
2010; Sachdeva et al., 2009). L’elevata sensibilità (>90%) e specificità (>98%) rendono 
i NAATs i migliori test per  la diagnosi delle infezioni da C. trachomatis ed hanno 
permesso l’impiego di campioni alternativi, rispetto al tampone endocervicale o 
uretrale, quali urine e liquido spermatico. L’uso di metodi non NAAT, soprattutto 
nello screening di popolazioni a medio-basso rischio o asintomatiche, si traduce in 
una diminuzione nella stima della prevalenza dell’infezione (fino al 30-40%) 
(Bebèar et al., 2009). Pochi sono i metodi PCRendpoint e rari quelli NAATs per 
rilevare micoplasmi ed ureoplasmi  (Horli et al., 2009; Lee et al., 2007; Egawa  et al., 
2007) in quanto M. hominis, U. urealyticum e U. parvum, batteri commensali del 
tratto genitale femminile, sono stati per lungo tempo considerati a bassa virulenza. 
Tuttavia, poiché numerosi studi hanno dimostrano una significativa associazione 
tra questi organismi e complicanze anche gravi quali  infertilità femminile 
(Zeighami et al., 2009; Gupta et al., 2009) e maschile (Larsen e Hwang, 2010), aborti 
precoci (Joste et al., 1994), nascite premature (Perni et al., 2004; Witt et al., 2005) e 
malattie neonatali quali infezioni del tratto respiratorio superiore, polmoniti e 
meningiti (Rose e Viscardi, 2010), anche per questi patogeni le tecniche di biologia 
molecolare stanno avendo una notevole implementazione. Se, per quanto riguarda 
C. trachomatis  soltanto i test NAATs, meglio quelli che hanno come target almeno 
due porzioni geniche, sono raccomandati dalle linee guida europee (Lanjow et al., 
2010), per quanto riguarda M. hominis e gli Ureaplasma  (U. parvum e U. 
urealyticum) il “gold standard” è ancora la metodica colturale che permette anche 
l’esecuzione dell’antibiogramma con i limiti di avere una minore sensibilità e di 
non rilevare M. genitalium, che deve essere ricercato con test molecolari in quanto 
non coltivabile. Da quanto detto ne consegue che per eseguire la ricerca di tutti i 
patogeni riportati (HPV escluso), impiegando le tecniche “tradizionali”, per la 
diagnosi dei patogeni analizzati in questo studio, sono necessari per le donne, 
almeno quattro tamponi  diversi: a) tampone per C. trachomatis da eseguire con 
metodica dedicata; b) tampone per eseguire ricerca di micoplasmi/ureoplasmi con 
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sistema IST2 e  relativo antibiogramma; c) tampone per ricerca di M. genitalium; d) 
tampone per la ricerca di N. gonorrhoeae. La necessità di utilizzare più tamponi è 
dimostrato che aumenta il numero di falsi negativi per la riduzione di cellularità 
riportata nei tamponi effettuati per ultimi (dati non riportati in questa tesi). 
Dalla tabella 3 ottenuta con i dati dello studio pilota (condotto su una popolazione 
di sole donne e su prelievo endocevicale) emerge che: 1) la metodica meno 
sensibile per tutti i patogeni analizzati (Ureaplasma spp, M. hominis e N. gonorrhoeae) 
è la metodica colturale in quanto le metodiche di biologia molecolare hanno una 
maggiore sensibilità. La bassa sensibilità del colturale è dovuta anche al fatto che 
trattandosi di germi “esigenti” per crescere, una buona porzione di essi non riesce 
a sopravvivere durante il trasporto, principalmente per una mal conservazione del 
prelievo. Questo dato è supportato anche dai dati ottenuti con il sistema IST2 dove 
la sensibilità del metodo  è del 58% vs 31% per Ureaplasma spp e 44% vs 24% per M. 
hominis. Per tutti i patogeni analizzati la metodica più sensibile è risultata la Real-
Time PCR; 2) per N. gonorrhoeae la positività maggiore rilevata con la PCR endpoint 
rispetto alla Real-Time PCR (7,33% vs 4%) è dovuta alla presenza di “falsi” 
positivi. I veri positivi testati con la metodica Real-Time PCR (Diagenode, 
Belgium)  e confermati con metodica Real-Time PCR multiplex (Anyplex, Seegene) 
sono del 4%. La minore specificità ottenuta con la PCRendpoint “home made” 
sottolinea l’importanza, almeno per questo patogeno, di riconfermare i positivi  
con un ulteriore kit che impiega un target diverso da quello del test di screening e, 
meglio ancora, di impiegare metodiche con doppio target  per due diverse regioni 
del genoma (Lanjow et al., 2010). Inoltre, dallo studio pilota MST (1a fase), in 
considerazione dell’alta prevalenza di infezioni causate da  M. hominis e U. 
urealyticum e della necessità di controllare la trasmissione di altri patogeni quali C. 
trachomatis e M. genitalium (Gaydos et al., 2009) che, anche se a prevalenza più 
bassa, sono importanti per le complicazioni che possono causare (sterilità di 
coppia), emerge che l’introduzione di metodiche PCR multiplex per patogeni che 
hanno sito di infezione comune potrebbe portare ad  un miglioramento della 
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diagnostica delle MST  con un alto ritorno  qualitativo in termini di salute. Quanto 
detto risulta ancora più evidente dallo studio MST (2a fase) condotto su un totale 
di 933 individui (627 donne e 106 uomini) dove, oltre alla prevalenza dei patogeni 
sopra riportati (con esclusione di N. gonorrhoeae), è stata valutata anche quella di 
M. genitalium e  le specie di Ureaplasma sono state differenziate in U. parvum (ex- U. 
urealyticum biovar 1)  e U. urealyticum (ex- U. urealyticum biovar 2).  
Nonostante i tassi di prevalenza riscontrati nella popolazione siano molto variabili 
e dipendano dalla zona geografica, dalle tecniche utilizzate, dall’ampiezza del 
campione analizzato ed anche dalle modalità di estrazione del campione, le 
frequenze rilevate dallo studio MST (2a fase) sono rapportabili a quelle riportate in 
letteratura. Le specie  di Ureaplasma sono i batteri  più comunemente rilevati  in 
campioni genitali e U. parvum (range di positività 12,26-34,29%) è la specie più 
comunemente rilevata, in accordo con i lavori presenti in letteratura (Waites et al., 
2005; She et al., 2009). Stessa concordanza con la letteratura (range di positività = 
1,3%-21,9%)  si trova per la positività di M. hominis  che è del 10,37% nei tamponi 
cervicali  (Ouzounova-Raykova et al., 2011; Rodrigues et al., 2011; Baczynska et al., 
2008; Imudia et al., 2008; Pajaro et al., 2001); negli uomini (tampone uretrale e 
liquido seminale) M. hominis si ritrova rispettivamente nel 5,6% ed 8% con una 
positività leggermente superiore rispetto a quella riportata in letteratura (Takahashi 
et al., 2006; Salari e Karimi, 2003). Anche la positività a M. genitalium, che è del 
1,75%, è in accordo con quanto riportato in letteratura (Ouzounova-Raykova et al., 
2011; Rodrigues et al., 2011; Baczynska et al., 2008; Takahashi et al., 2006; Salari e 
Karimi, 2003). 
Sempre da questo studio emerge che: 1) esiste una correlazione statisticamente 
significativa tra le infezioni causate da M. hominis, U. urealyticum e U. parvum 
(p<0.005-tabella 4); 2) esiste una correlazione statisticamente significativa fra C. 
trachomatis e M. genitalium (p<0.025) e nello studio MST (1afase) una correlazione 
statisticamente significativa esiste anche fra C. trachomatis e N. gonorrhoeae (p<0.05).  
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Considerazioni metodologiche: 1) la Real-Time PCR è la metodica “gold 
standard” per la ricerca di C. trachomatis  (Moller et al., 2010) e sta diventando tale 
anche per M. genitalium, M. hominis, U. urealyticum e U. parvum. Le tecniche Real-
Time PCR: a) presentano sensibilità, specificità e riproducibilità più  elevate 
rispetto alla PCR tradizionale; b) non richiedono manipolazioni post-
amplificazione con conseguente diminuzione dei tempi e dei rischi di 
contaminazione ambientale; c) rappresentano uno strumento prezioso per 
migliorare la diagnostica e fornire al clinico risultati attendibili e in tempi utili 
(una corsa ha una durata  media di 90 min); d) costituiscono un valido contributo 
al monitoraggio della terapia antibiotica quantificando la carica mediante il Ct. Per 
N. gonorrhoeae, nella pratica clinica, i metodi molecolari non dovrebbero essere 
utilizzati come unico saggio diagnostico di routine, ma dovrebbero sempre essere 
confermati dall’esame colturale mediante richiamo delle donne positive alle 
NAATs (European Guideline-IUST/WHO, 2009). Come riportato in precedenza, per 
la diagnostica molecolare di N. gonorrhoeae bisogna utilizzare metodi molecolari 
con “doppio target” di DNA genomico  in  quanto si possono avere falsi positivi 
dovuti a cross-reazioni con neisserie commensali come, ad esempio, quelle 
presenti nella cavità orale (elevata omologia di sequenze con N. meningitidis), in 
quanto le sequenze  target utilizzate dalle NAATs possono essere comuni a 
Neisserie non patogene (Fredlung, 2004).Altra limitazione dei metodi molecolari 
per questo patogeno è quella di non permettere di sorvegliare la resistenza agli 
antibiotici, come ad esempio la ridotta sensibilità ai chinoloni riportata per i ceppi 
importati dall’ASIA; 2) vista la frequenza di positività  a M. hominis, U. urealyticum 
e U. parvum, l’entità della correlazione che esiste fra i tre patogeni  e quindi il 
numero di campioni positivi per almeno 2 di questi patogeni, l’impiego di una 
Real-Time PCR multiplex potrebbe essere la scelta metodologica ottimale per 
rilevarli  con una migliore razionalizzazione delle risorse economiche; 3) vista la 
correlazione statisticamente significativa anche fra C. trachomatis e M. genitalium 
(p<0.025) e C. trachomatis e N. gonorrhoeae (p<0.05) e la bassa frequenza di positività 
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per questi patogeni, anche qui l’impiego di una Real-Time PCR multiplex 
potrebbe essere la scelta metodologica da seguire con ulteriore riduzione dei costi 
e dei tempi tecnici lavorando su pool di campioni come già dimostrato (Currie, 
2004; Shipitsyma, 2007). La riduzione dei costi (50-63%) e del tempo tecnico di 
esecuzione (50-60%) sono ottimali quando il pool è di 4-5 campioni. Da questa 
analisi statistica risulta che per tutti  e sei i patogeni studiati porta ad una 
inappropriatezza della richiesta perché: a) ricercati come “screening” anche in 
assenza di sintomatologia clinica o fattori di rischio; b) ricercati anche in corso di 
follow-up, anche in assenza di positività, a meno che il laboratorio non abbia dei 
numero tali da poter avere un test di conferma per ognuno dei patogeni analizzati. 
Inoltre l’impiego di una PCR-multiplex diminuisce la qualità analitica in seguito al 
lieve incremento dei risultati falsi negativi quale limite intrinseco della tecnica. Per 
la multiplex a due patogeni N. gonorrhoeae e C. trachomatis (Anyplex, Seegeene) è 
stato osservato che i campioni positivi con Ct > 40 (2% dei positivi) rilevati con il 
kit Artus (Qiagen) non vengono rilevati dalla PCR-multiplex mantenendo le stesse 
modalità estrattive.  
Ancora, dallo studio MST (2afase) risulta che: 1) nelle donne, esiste una 
correlazione statisticamente significativa (p<0.005) tra infezione da C. trachomatis  e 
classi di età (tabella 5B) mentre per gli uomini, pur osservando una maggiore 
infezione in tale fascia di età, non si raggiunge la significatività statistica 
probabilmente per il ridotto numero di campioni. La positività osservata è del 
10,94% nei soggetti con età compresa tra i 23 e 32 anni contro un tasso globale di 
positività del 5,10%. Ne consegue che  lo screening per questo patogeno andrebbe 
effettuato almeno per le donne  fino a 30 anni ed esteso anche agli uomini (stessa 
fascia di età). 
Numerosi  sono gli studi condotti sulla tipologia  di campioni su cui ricercare i 
diversi patogeni e la maggior parte riguardano la ricerca di C. trachomatis  sulle 
urine (Falk et al., 2010). Praticamente inesistenti sono i lavori in letteratura che 
valutano il pretrattamento del campione, la modalità estrattiva e le modalità di 
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prelievo misurando la cellularità del campione mentre quasi tutte le metodiche 
valutano la presenza di inibitori nell’estratto mediante l’impiego di un controllo 
interno.   
Dai dati riportati dallo studio MST (2afase) emerge che per C. trachomatis, U. 
urealyticum, U. parvum, M. hominis la positività più bassa, fra tutte le matrici 
osservate,  si ha sempre nelle urine. Ad esempio, nei maschi, si osserva una 
positività a C. trachomatis  del 23,58% nel tampone uretrale comparabile con la 
positività riscontrata nel liquido seminale (17,3%) mentre la positività nelle urine è 
solo del 5,56%. Questo dato non supporta i numerosi lavori in letteratura che 
riportano le urine come la matrice più indicata per effettuare gli screening nei 
maschi con una sensibilità del 91%. Nello studio MST (2afase) tutta la fase di messa 
a punto della fase di prelievo ed estrazione è stata settata confrontando la 
cellularità/PCR e/o la cellularità/prelievo utilizzando la quantificazione di un gene 
umano mediante Real-Time PCR. Non sono stati trovati in letteratura studi che 
hanno confrontato le varie modalità di prelievo/estrazione mediante 
quantificazione delle cellule presenti nel campione. Come è possibile osservare 
dalla tabella 14, la cellularità media (Cm) presente nel tampone cervicale 
utilizzando i contenitori Thin Prep (per citologia su strato sottile), usati per lo 
studio di screening primario e secondario di HPV, è comparabile a quella che si ha 
utilizzando i tamponi E-Swab utilizzati in microbiologia per la semina automatica 
e la  ricerca di altri patogeni a sede cervicale. L’inserimento di un controllo di 
cellularità quantitativo per valutare la Cm del campione permette, quindi, di 
valutare l’idoneità del campione.  Nel grafico 7 è stata riportata la Cm /PCR per le 
varie tipologie di prelievo: tampone cervicale Thin Prep e E-Swab, tampone 
uretrale ed urine. Si può osservare che la Cm minore si osserva per le  urine, 
inferiore  di circa 5-8 volte a quella  ritrovata nel tampone uretrale e cervicale. Per 
poter valutare l’idoneità del prelievo e stimare l’entità dei risultati falsi negativi 
dovuti alla scarsa cellularità del campione  si è  inserito un “cut-off” quantificabile 
per tutte le  matrici analizzate.  Si osserva come in base  ai “cut-off” scelti, per 
92 
 
tampone cervicale Thin Prep, cervicale E-swab, uretrale ed urine i prelievi 
inadeguati sono  del 24%, 18%,7% e 25% rispettivamente. Per i tamponi cervicali 
Thin Prep ed E-swab, utilizzando il “cut-off” di 500 cellule/PCR, il numero di 
inadeguati è del 14,5% e 13% rispettivamente. Dai dati riportati in tabella 15 si può 
osservare che si ha una diversa distribuzione di positività statisticamente 
significativa (p<0.005) per U. parvum (patogeno di superficie ad alta frequenza) in 
funzione del “cut-off” usato (500 e 1000 cellule/PCR) mentre tale significatività 
non si ha quando il “cut-off”è 1500 cellule/PCR. Tale dato dimostra che l’impiego 
di un test di cellularità permette di definire un cut-off in grado di ridurre i risultati 
falsi negativi. Pur osservando che un “cut off” di 500 cellule /PCR non incrementa 
il numero di falsi positivi e diminuisce il numero di inadeguati, la scelta di un 
“cut-off” di 1000 cellule/PCR, che corrisponde a circa il 10% della Cm , sembra 
essere quello più adeguato a garantire la cellularità necessaria per effettuare test 
quali HPV DNA test (Gravitt et al., 2003) dove un risultato “falso negativo” ha un 
peso maggiore in termini di ricaduta clinica sul paziente. Per C. trachomatis 
(patogeno intracellulare) la mancanza di una distribuzione di frequenza di 
positività statisticamente significativa probabilmente è dovuta alla bassa 
prevalenza di questo patogeno e potrà essere raggiunta incrementando il numero 
di campioni. Nei maschi, per entrambe le tipologie di prelievo (tampone uretrale 
ed urine), i campioni al di sotto del “cut-off”, pur non osservando alcuna 
frequenza di positività statisticamente significativa, mostrano una tendenza  ad 
avere una positività minore rispetto ai campioni con cellularità maggiore, e nei 
campioni di urina  con cellularità inferiore a 150 cell/PCR nessuno dei patogeni è 
stato rilevato (grafici 9 e 10). Anche in questo caso, probabilmente, la significatività 
statistica sarà raggiunta con un numero maggiore di prelievi. Non è stato possibile 
ottenere un coefficiente di correlazione lineare significativo (R2=0,0467)  fra 
cellularità del campione e carica presente, nonostante si possa notare una certa 
tendenza di diminuzione del Ct  per U. parvum (corrispondente ad una carica 
batterica più alta) al diminuire del Ct  relativo alla cellularità (corrispondente ad 
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una numerosità cellulare più alta). Nella refertazione è stata inserita una 
standardizzazione della positività del risultato esprimendola come alta carica (Ct < 
20), carica intermedia (20 ≤ Ct ≤<27) e bassa carica (Ct ≥ 27). Il 33% dei casi positivi 
a U. parvum sono a bassa carica (< 104 UFC/ml per IST2) e probabilmente da non 
trattare.  
In ultima analisi, ma non meno importante, è la diagnostica molecolare dell’HPV. 
Al contrario di quanto detto per micoplasmi ed ureoplasmi i metodi per ricerca di 
HPV sono numerosissimi come riportato anche nell’introduzione di questa tesi 
(Poljak et al., 2010). La grande varietà di tecniche disponibili per la rivelazione e la 
genotipizzazione dell’infezione da HPV supporta il fatto che nessuna di queste 
fornisce la risoluzione definitiva e completa del problema. Le differenze tra tali 
tecniche riguardano la diversa abilità di discriminare tra infezioni singole e 
multiple, la capacità più o meno limitata di individuare  solo un certo numero di 
genotipi e di rilevare anche il DNA integrato. I test in commercio godono 
certamente di una buona riproducibilità ma è possibile che gli amplificati di alcuni 
genotipi virali vengano classificati in modo errato e la frequenza dei falsi negativi 
può variare dalla tipologia di primers inseriti nel kit. Questo è quanto è stato 
osservato anche nel laboratorio da me frequentato dove da anni si fa diagnosi di 
HPV e diverse sono state le metodiche impiegate sia per le diverse aggiudicazioni 
di Area vasta, sia per i test che sono stati forniti in prova. Inizialmente  (2001-2005) 
è stata utilizzata una PCRendpoint (primers L1, lunghezza del frammento di DNA di 
165pb) e genotipizzazione con enzimi di restrizione. Per valutare il DNA integrato 
è stato utilizzata una PCRendpoint e primers E6-E7 (lunghezza del frammento di 
DNA: 240/265pb) e come conferma, per i dati discordanti fra citologia ed istologia, 
è stata utilizzata una metodica di ibridazione in situ (ISH) in grado di rilevare la 
presenza di HPV direttamente sul preparato istologico (Dako) e di valutare anche 
l’integrazione del DNA virale. Dal 2006 la ricerca e genotipizzazione dell’HPV è 
stata effettuata con la metodica Innolipa che utilizza primers per la regione L1 
(lunghezza del frammento di DNA: 65pb). In presenza di un risultato HPV 
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negativo e  lesioni istologiche di alto grado e in presenza di coinfezioni multiple 
difficili da rilevare con la metodica Innolipa i campioni sono stati ritestati con altre 
metodiche quali il sistema microarray (Infinity) che impiega primers E1 e la 
metodica PCRendpoint (Clonit e/o Exsperteam) che impiegano  primers E6-E7. 
Dall’esperienza metodologica maturata e con l’avvento di nuove tecnologie, quello 
che agli inizi degli anni 2000 è stato il “gold standard” per l’esame HPV, cioè la 
ricerca anche del DNA integrato (Morris, 2005), a distanza di un decennio sembra 
essere passato in secondo piano. Da alcuni autori viene messa in discussione anche 
l’importanza della genotipizzazione, intesa come rivelazione dei singoli genotipi 
ad alto rischio (HPV 16, HPV 18, ecc) che invece, da molti, risulta essere 
importante oltre che per il follow-up del paziente anche per l’implicazione che allo 
stato attuale ha per la vaccinazione (Wheeler et al., 2009).  Un’accurata 
genotipizzazione è essenziale, infatti, per una adeguata classificazione dei pazienti 
in gruppi a basso ed alto rischio. Nuovi sistemi di diagnosi come i microarray si 
stanno dimostrando accurati, efficienti e veloci strumenti per l’identificazione di 
genotipi virali (Galan-Sanchez e Rodriguez-Iglesias, 2009; Liu et al., 2010; Erali et al., 
2009). I chip permettono di discriminare anche genotipi rari, genotipi con 
variazioni intrageniche di sequenza ed infezioni miste con più di un genotipo 
virale; la rapidità d’esecuzione del test e la possibilità di analizzare  molti 
campioni contemporaneamente su un singolo chip, rendono certamente tale 
metodica la più promettente tra quelle disponibili. 
Mettendo a confronto la positività all’HPV della popolazione di screening 
primario (300 campioni) con  quella di screening secondario (322 campioni)  ed 
osservando  che  la positività nello screening  primario è circa il 1/3 di   quella 
dello screening secondario (p<0.005) e  che la popolazione di screening secondario 
mostra una frequenza doppia di HPV a rischio intermedio rispetto a quella dello 
screening primario (p<0.05), ne conseguono le seguenti implicazioni 
metodologiche: 1) per uno screening primario sono necessarie due differenti 
metodiche: a) una per la ricerca di HPV con rilevazione dei genotipi ad alto rischio 
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oncogeno. Non è necessario un test che individui il genotipo preciso, bensì un test 
che permetta di rilevare la presenza dei 14 genotipi ad alto rischio oncogeno (ad 
esempio test HC2 che è quello più usato); b) una per la genotipizzazione e la 
rilevazione dei singoli genotipi e delle coinfezioni. Solo così è possibile ottimizzare 
i costi in quanto la bassa prevalenza dell’HPV nello screening primario non 
permette l’utilizzo di un unico test che rivela e genotipizza il virus; 2) per lo 
screening secondario è opportuno usare una metodica in grado di rilevare e 
genotipizzare  l’HPV in quanto l’alta prevalenza dell’HPV in questo screening 
giustifica l’impiego di un unico test in grado di rilevare l’infezione e genotipizzare,  
ed il costo maggiore del test è ammortizzato dal minor impegno di risorse umane 
e strumentali necessari per ripetere il test sui positivi (che sono più del 50% dei 
casi totali). Eventualmente, casistica permettendo, può risultare utile l’impiego di 
un test in grado di  rilevare il DNA integrato  impiegando  i primers E6-E7 (3 dei 
quattro casi H-SIL riportati in tabella 4 sono risultati positivi con primers E6-E7, 2 
con primers E1  ed uno negativo a tutti e tre i test). Si conferma quindi 
l’importanza di valutare anche il DNA integrato per aumentare il valore predittivo 
negativo del test. L’impiego di una metodica che valuta solo l’L1 non permette di 
diagnosticare alcune lesioni che, seppure sono un numero ridotto, presentano un 
DNA del virus integrato e che in gran parte sono lesioni gravi CIN2-3 (Vinokurova 
et al., 2008; Badarocco et al., 2002).  
Nei due screening anche la distribuzione della frequenza di positività  per fasce di 
età è statisticamente significativa: nello screening primario (p<0.05) la frequenza 
maggiore si ha nelle fasce di età 18-22 anni (33,3%) e 23-28 anni (36,7%) mentre 
nello screening secondario (p<0.025) la frequenza maggiore si ha nella fascia di età 
28-32 anni (60%). Da questo ne consegue che, essendo  la persistenza dell’infezione 
virale la causa delle lesioni cervicali di alto grado (Cattani et al., 2009) il virus 
andrebbe ricercato almeno nelle donne di età compresa fra i 30 e i 45 anni. E’ 
tuttora argomento di attualità il dibattito scientifico di quali test usare per lo 
screening primario mentre sembra ci sia più chiarezza su come utilizzare tale test 
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(Arbyn et al., 2010). Ad oggi, in attesa dei risultati di studi pilota che si stanno 
svolgendo in Europa, le linee guida europee  considerano ancora come test  
standard raccomandato per lo screening di primo livello la citologia tradizionale 
(WHO,2006; Arbyn et al., 2010). 
Nello screening primario e secondario esistono differenze nella distribuzione dei 
genotipi rispetto ad alcuni lavori presenti in letteratura. Mentre i genotipi più 
frequenti nello screening primario sono  l’HPV 16 (34,62% dei positivi) e l’HPV 18 
(9,62% dei positivi), nello screening secondario, pur rimanendo al primo posto 
l’HPV 16 (20,93% dei positivi) si osserva che il secondo genotipo più frequente è 
l’HPV 52 (15,09%), seguito da HPV 66 (12,52%), HPV 51 (10,98%), HPV 31 (8,23%). 
Dato discordante è che, nello screening secondario, l’HPV 18 è presente solo nel 
2,4% dei casi. E’ da chiedersi se questa bassa frequenza dell’HPV 18 non sia da 
attribuire ad una sottostima della metodica Innolipa, basata su primers L1 che non 
sono in grado  di rilevare in maniera sensibile tale genotipo. Forse perché 
integrato? (Vinokurova et al., 2008). Questo dato rafforza la tesi che una metodica di 
screening dovrebbe basarsi su primers E6-E7 (Morris, 2005) perché più sensibile. 
Quanto detto è nettamente contro tendenza in quanto i nuovi sistemi di 
diagnostica per HPV ultimamente usciti sul mercato (Abbott Real Time HR HPV 
Assay, Cobas 4800 HPV Test) altamente automatizzati e quindi adatti a processare 
grandi numeri, hanno come regione target la regione L1. 
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